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Zusammenfassung 
Natürlich vorkommende regulatorische T-Zellen spielen eine entscheidende Rolle für die 
intestinale Immunhomöostase und Limitierung von (Auto)-Immunität. Sie exprimieren den 
Transkriptionsfaktor Foxp3 und an der Oberfläche die α-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25). Im 
Tiermodell verhindern regulatorische T-Zellen Autoimmunopathien, Transplantatabstoßungen 
und entzündliche Darmerkrankungen. Da Foxp3+ regulatorische T-Zellen nur äußerst geringe 
Mengen an Interleukin-2 synthetisieren, sind sie auf eine adäquate Versorgung angewiesen. 
Konventionelle T-Zellen werden als bedeutende IL-2 Quelle für Treg-Zellen vermutet, doch 
über die Mechanismen und räumlich-zeitliche Dynamik der Treg-Effektor-Zellinteraktion ist 
bisher nur wenig bekannt. 
In dieser Arbeit wurden Foxp3+ regulatorische T-Zellen in Mausgeweben analysiert und 
Zellinteraktionen mit Effektorzellen im Darm charakterisiert. Es wurde ein theoretisches 
Modell zur Evaluierung von Zell-Zellkontakten erarbeitet und experimentell überprüft. Es 
konnte gezeigt werden, dass in der Akutphase einer T-Zell-induzierten Kolitis und im Kolon 
von gesunden Wildtyp-Mäusen Foxp3+ regulatorische T-Zellen an Ki-67+ proliferierenden   
T-Zellen akkumulieren. Diese Zellinteraktionen sind abhängig von Interleukin-2, da IL-2 
defiziente Mäuse keine signifikanten Treg-Effektor-Zellakkumulationen aufweisen. Die 
Analyse der Genexpression konnte zeigen, dass Ki-67+ Zellen Interleukin-2 produzieren. 
Lokal sezerniertes Interleukin-2 könnte als Sensor für Entzündungsprozesse chemotaktisch 
auf Foxp3+ regulatorische T-Zellen wirken und die Akkumulation an proliferierenden, IL-2 
produzierenden Effektorzellen bedingen. Dieser Mechanismus könnte einerseits zur lokalen 
Versorgung mit IL-2 dienen und gleichzeitig regulierend auf Effektorzellen in unmittelbarer 
Umgebung wirken. Dieser Prozess würde zur Erhaltung von regulatorischen T-Zellen in der 
Peripherie und zur Sicherung der intestinalen Immunbalance beitragen. 
Inhaltsverzeichnis 
 4 
Inhaltsverzeichnis 
            Seite 
Bibliographische Beschreibung ....................................................................................... 3 
Inhaltsverzeichnis ............................................................................................................. 4 
Abkürzungsverzeichnis .................................................................................................... 5 
1       Einleitung 
1.1 Charakterisierung von intestinalen Foxp3+ regulatorischen T-Zellen ............ 6 
1.2 Mechanismen der Treg-vermittelten Immunregulation ................................... 7 
1.3 Zielstellung der Arbeit ......................................................................................... 10 
2       Publikation  Cell-Cell-Neighborhood Relations in Tissue Sections - 
    A Quantitative Model for Tissue Cytometry .................. 11 
3 Appendix A  Herleitung des Modellsystems zur Berechnung der  
    zufälligen Kontaktwahrscheinlichkeit ............................. 18 
4 Appendix B  Automatische Bildanalyse mit CellProfiler 
4.1    Einleitung ............................................................................................................... 21 
4.2 Algorithmus der histologischen Bildanalyse mit CellProfiler .......................... 21 
4.3 Validierung der Messdaten .................................................................................. 23 
4.4 Zusammenfassung ................................................................................................ 25 
4.5 Detaillierte Darstellung des CellProfiler-Algorithmus ...................................... 26 
5 Unpublizierte Experimente 
    Die Rolle von Interleukin-2 für die Akkumulation von  
    Foxp3+ Treg-Zellen an Ki-67+ proliferierenden   
    Effektorzellen im Darm 
5.1    Einleitung ............................................................................................................... 39 
5.2    Material und Methoden ....................................................................................... 41 
5.2.1 Mausgewebe .......................................................................................................... 41 
5.2.2 Immunfluoreszenzfärbung ................................................................................... 41 
5.2.3 Laser-Mikrodissektion ......................................................................................... 42 
5.2.4 RNA Isolation, Reverse Transkription, quantitative Real-Time PCR ............ 43 
5.2.5 Sequenzierung ....................................................................................................... 44 
5.3    Ergebnisse .............................................................................................................. 45 
6 Abschließende Diskussion .................................................................................... 52 
7 Zusammenfassung der Arbeit ............................................................................. 58 
Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit ............................................. 63 
Lebenslauf ......................................................................................................................... 64 
Danksagung ....................................................................................................................... 66 
Literaturverzeichnis ......................................................................................................... 67
Abkürzungsverzeichnis 
 5 
Abkürzungsverzeichnis 
 
95% KI 95% Konfidenzintervall 
B7  kostimulatorisches Molekül,  
  B7.1 (CD80), B7.2 (CD86) 
BALB/c Mausinzuchtstamm, 
  Halsey J. Bagg 1920, albino 
bp  base pair, Basenpaar(e) 
C57Bl/6 Mausinzuchtstamm, 
  C. C. Little 1921, schwarz 
CCL5  Chemokine Ligand 5 
CD4  Korezeptor des T-Zell- 
  rezeptors 
CD25  α-Kette des IL-2 Rezeptors 
CD103 Integrin alpha E, intestinales  
  T-Zell-Homing 
CD122 β-Kette des IL-2 Rezeptors 
CD132 gemeinsame γ-Kette des  
  IL-2/4/7/9/15 Rezeptors 
CTLA-4 Zytotoxisches Lymphozyten- 
  assoziiertes Protein 4 
Cy3  Cyanine3 
DAB  3,3´-Diaminobenzidin 
DAPI  4´,6-Diamidino-2-Phenyl- 
  indol-Dihydrochlorid 
FITC  Fluoreszeinisothiocyanat 
Foxp3  Forkhead Box Protein 3 
GALT  Gut Associated Lymphatic  
  Tissue 
GM-CSF Granulozyten/Makrophagen- 
  Kolonie stimulierender Faktor 
H&E  Hämatoxylin und Eosin 
IDO  Indolamin-2,3-dioxygenase 
IFN-γ  Interferon-gamma 
IgG  Immunglobulin G 
IL  Interleukin 
IL-2Rα IL-2 Rezeptor alpha-Kette 
IPEX  Immundysregulation, Poly- 
  endokrino-, Enteropathie,  
  X-chromosomal 
MIP1-α Makrophagen Inflamma- 
  torisches Protein 1-alpha 
MIT  Massachusetts Institute of  
  Technology 
NFAT  Nuclear Factor of Activating  
  T-cells 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
RAG-1 Recombinase Activating  
  Gene-1 
RLT  Lyse- und RNA-   
  Stabilisierungspuffer 
SCID  Severe Combined Immuno- 
  Deficiency 
TBS  Tris buffered Saline 
TGF-β Transforming Growth Factor- 
  beta 
TNF-α Tumor Nekrose Faktor-alpha 
Treg-Zellen In dieser Arbeit Synonym für:
  natürlich vorkommende  
  Foxp3+CD4+CD25+   
  regulatorische T-Zellen 
WT  Wildtyp
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1 Einleitung  
1.1 Charakterisierung von intestinalen Foxp3+ regulatorischen T-Zellen 
Das Intestinum bildet die größte Kontaktfläche des Körpers zur äußeren Umwelt und ist die 
Haupteintrittspforte für potentiell pathogene Keime, aber auch für Nahrungsantigene und eine 
vielfältige Standortflora, die es zu tolerieren gilt. Regulatorische T-Zellen spielen eine 
entscheidende Rolle bei der Vermittlung immunologischer Toleranz gegenüber Fremd- und 
Eigenantigenen. Sie sind essentiell für die Aufrechterhaltung der intestinalen Homöostase.1 
Regulatorische T-Zellen besitzen ebenso therapeutisches Potential. Bei Mäusen mit T-Zell-
induzierter Kolitis bewirken Treg-Zellen wenige Wochen nach Transfer eine Ausheilung der 
intestinalen Entzündung, das Sistieren des Gewichtsverlustes und eine Besserung der 
klinischen Symptomatik.2, 3 
Natürlich vorkommende regulatorische T-Zellen werden im Thymus generiert und bilden 
etwa 5-10% des peripheren CD4+ T-Zellpools. Die Induktion findet nicht nur im Thymus 
statt. Im darmassoziierten lymphatischen Gewebe (GALT) existieren funktionell spezialisierte 
CD103+ dendritische Zellen, die antigenspezifisch über TGF-β und Retinolsäure (Vitamin A) 
darmspezifische regulatorische T-Zellen induzieren.4-8 Dieser Mechanismus ist eine Form von 
lokaler Immuntoleranz gegenüber Antigenen, die nicht im Thymus präsentiert werden. 
Regulatorische T-Zellen tragen an der Oberfläche neben anderen Molekülen CD4 und CD25 
(IL-2Rα). Sie exprimieren den Transkriptionsfaktor Forkhead Box Protein 3 (Foxp3), welcher 
essentiell für die Differenzierung, den Erhalt und die regulatorische Funktion dieser Zellen 
ist.9-13 Foxp3 als Marker für Treg-Zellen wurde im Rahmen der Genomanalyse von Scurfy-
Mäusen identifiziert. Scurfy-Mäuse tragen eine natürliche Mutation im X-chromosomalen 
Foxp3-Gen.14 Die betroffenen männlichen Tiere leiden an einer letalen Autoimmunopathie, 
die dem humanen IPEX-Syndrom (Immundysregulation, Polyendokrinopathie, Enteropathie, 
X-chromosomal) ähnelt. IPEX-Patienten tragen ebenfalls eine Mutation im Foxp3-Gen und 
entwickeln ein schweres Autoimmunsyndrom. Betroffen sind u.a. die Haut, die endokrinen 
Drüsen und vor allem der Darm, was wiederum die Rolle von regulatorischen T-Zellen für die 
intestinale Immunhomöostase verdeutlicht.15-17 Mit Ausnahme des IPEX-Syndroms sind 
entzündliche Darmerkrankungen nicht mit einer Verminderung der Zahl von regulatorischen 
T-Zellen assoziiert. Als Ausdruck der kontinuierlich-chronischen Entzündung sind die     
Treg-Zahlen in der Mukosa von Patienten mit Zöliakie und chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) erhöht.3, 18, 19 
Einleitung 
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1.2 Mechanismen der Treg-vermittelten Immunregulation 
Regulatorische T-Zellen können über verschiedene unabhängige Mechanismen nicht nur      
T-Zellantworten sondern auch die Aktivität des angeborenen Immunsystems kontrollieren. 
Diese Mechanismen sind teilweise zellkontakt- und/oder zytokinabhängig und keineswegs 
Treg-zellspezifisch. Vielmehr nutzen regulatorische T-Zellen ein komplexes Netzwerk von 
synergistisch wirkenden, fein abgestimmten Komponenten. 
Interleukin-10 
Eine wesentliche Eigenschaft regulatorischer T-Zellen ist die Fähigkeit zur Interleukin-10 
Produktion. In der Lamina propria des Kolons sind Treg-Zellen eine wesentliche Quelle für 
IL-10.3, 20, 21 Transferierte WT Treg-Zellen können eine Kolitis in IL-10 defizienten Mäusen 
verhindern, regulatorische T-Zellen mit spezifischer IL-10 Blockade sind aber nicht in der 
Lage, eine Helicobacter hepaticus-induzierte Kolitis zu hemmen oder zu heilen.3, 22 Diese 
Daten zeigen, dass Treg-produziertes IL-10 vor allem in Gegenwart eines mikrobiellen 
Stimulus oder bei einer etablierten intestinalen Entzündung für die Regulation der 
Immunantwort benötigt wird. Weiterführende Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Treg-
spezifische IL-10 Ablation eine Flora-getriggerte Kolitis provoziert.23 Diese Kolitis verläuft 
weniger schwer als in IL-10 defizienten Mäusen, was mit der IL-10 Produktion durch andere 
Zellpopulationen erklärt werden kann. Veränderungen im Interleukin-10 Signalweg spielen 
auch in der Pathogenese von chronisch entzündlichen Darmerkrankungen eine Rolle.24 In 
zwei Familien waren Mutationen von Genen, die für Untereinheiten des IL-10 Rezeptors 
kodieren, ursächlich für eine Frühmanifestation des Morbus Crohn. 
Transforming Growth Factor-β 
Regulatorische T-Zellen produzieren TGF-β. Dieses Molekül wirkt in membrangebundener 
Form suppressiv auf umgebende Zellen, sensitiviert Effektorzellen für die Suppression, hilft 
bei der Induktion und Aufrechterhaltung der Foxp3-Expression in regulatorischen T-Zellen 
und begünstigt die Differenzierung von T-Effektorzellen in T-Zellen mit immun-
modulatorischer Aktivität (infektiöse Toleranz).25-30 Da TGF-β ubiquitär von mehreren 
Zellpopulationen gebildet wird, ist die Relevanz von Treg-spezifischem TGF-β für die 
intestinale Immunregulation bisher nicht vollständig geklärt. 
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Zytotoxisches Lymphozyten-assoziiertes Protein 4 (CTLA-4) 
Regulatorische T-Zellen exprimieren an ihrer Oberfläche CTLA-4, welches an CD80 und 
CD86 auf dendritischen Zellen und Makrophagen bindet. Diese antigenpräsentierenden Zellen 
werden dadurch reguliert und exprimieren das Enzym Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO).31, 32 
IDO katabolisiert den Umbau von Tryptophan zu N-Formylkynureninen, welche toxisch auf 
T-Zellen in unmittelbarer Umgebung von antigenpräsentierenden Zellen wirken.33 Die 
Interaktion mit CTLA-4 führt zur Supprimierung von CD80 und CD86 auf antigen-
präsentierenden Zellen, was wiederum die Aktivierung von T-Zellen limitiert.31 
CTLA-4 ist ein zentraler Regulationsmechanismus von Treg-Zellen und unverzichtbar für den 
Erhalt der immunologischen Toleranz.34 Störungen in der CTLA-4 Kaskade haben 
systemische Immundysfunktionen zur Folge. Die Blockade von CTLA-4 über monoklonale 
Antikörper induziert im Tiermodell Autoimmunerkrankungen, Kolitiden und führt zur 
Exazerbation eines Diabetes.35-37 Auch beim Menschen zeigt die CTLA-4 Blockade im 
Rahmen der Tumortherapie als häufigste Nebenwirkung eine Enterokolitis, was wiederum die 
Rolle von CTLA-4 für die Kontrolle der intestinalen Immunhomöostase verdeutlicht.38 Foxp3 
reguliert die Expression von CTLA-4 auf der Zelloberfläche, indem es an die Promoterregion 
des CTLA-4-Gens bindet.39 Die Treg-spezifische CTLA-4 Defizienz im Mausmodell 
induziert Lymphoproliferation, Splenomegalie und Autoimmunphänomene, welche auch bei 
Foxp3-Defizienz beobachtet werden. Die Treg-spezifische CTLA-4 Defizienz beeinflusst 
zwar die suppressive Aktivität der regulatorischen T-Zellen, behindert aber nicht ihre 
Generierung im Thymus oder Aktivierung.40  
Interleukin-2 
Ein Schlüsselmolekül für die Treg-Funktion ist das Interleukin-2. Während IL-2 in vitro 
Wachstum und Expansion von T-Zellen stimuliert, scheint in vivo die Aufrechterhaltung der 
systemischen Immunhomöostase und Selbsttoleranz die vorrangige Funktion zu sein. 
Letzteres wurde an Mäusen beobachtet, die eine Defizienz von IL-2 oder Komponenten des 
IL-2 Rezeptors, IL-2Rα (CD25) oder IL-2Rβ (CD122), besitzen. Diese Tiere sterben 
innerhalb der ersten Lebenswochen an einem aggressiven, lymphoproliferativen Autoimmun-
syndrom.41-43 Interleukin-2 hat demnach gegensätzliche Funktionen: es stimuliert die T-Zell-
proliferation und reguliert gleichzeitig die T-Zellantwort.44 
Regulatorische T-Zellen exprimieren den hochaffinen Interleukin-2 Rezeptor, bestehend aus 
der α- (CD25), β- (CD122) und gemeinsamen γ- (CD132) Kette.45 
Einleitung 
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Durch Bindung von Foxp3 an die Promotoren der Gene für IL-2 und CD25 regulieren Treg-
Zellen deren Transkription. Während die IL-2 Expression supprimiert, wird die CD25 
Expression aktiviert.39, 46, 47 Interleukin-2 wird hauptsächlich von CD4+CD25- T-Zellen 
gebildet. Foxp3+ regulatorische  T-Zellen synthetisieren kaum IL-2 (gene silencing) und sind 
auf eine periphere Versorgung angewiesen.48-50 
Die Expression von Interleukin-2 und seiner Rezeptoren unterliegt einer komplexen 
Regulation. Die Stärke des Antigenstimulus über den T-Zell-Rezeptor und das Vorhandensein 
kostimulatorischer Signale bestimmen die Dauer und Geschwindigkeit der Interleukin-2 
Sekretion.51, 52 Naive T-Zellen exprimieren kein CD25. Die IL-2 Rezeptor α-Untereinheit 
wird erst nach Antigenstimulation induziert und vereinigt sich mit den βγ-Untereinheiten zum 
hochaffinen IL-2 Rezeptor.53 Die Expression von IL-2Rα (CD25) unterliegt einem positiven 
Feedback durch IL-2 und ist damit selbstverstärkend.54 In Treg-Zellen bewirkt Foxp3 eine 
kontinuierliche IL-2Rα Expression bei gleichzeitiger IL-2 Suppression.46, 47 Auch Treg-Zellen 
können über einen positiven Feedback-Mechanismus ihre IL-2Rα Expression in Anwesenheit 
von IL-2 steigern.55, 56 
Der Entzug von Interleukin-2 aus der Umgebung von Effektorzellen (Zytokindeprivation) 
stellt einen weiteren regulatorischen Mechanismus dar.55-58 Durch die hohe Expression des 
IL-2 Rezeptors auf regulatorischen T-Zellen besitzen diese kompetitive Vorteile, wodurch    
T-Effektorzellen in Proliferation und Überleben negativ beeinflusst werden. 
Weitere Mechanismen 
Im direkten Zellkontakt können regulatorische T-Zellen in T-Effektor- und B-Zellen über 
Granzym B und Perforine den Zelltod induzieren und damit direkten Einfluss auf die 
Funktion dieser Zellen nehmen.59-61 Außerdem nutzen Treg-Zellen second messenger-
Systeme wie cAMP, Adenosin und die Interaktion mit B7, um Effektorzellen an der 
Proliferation und Interleukin-2 Synthese zu hindern.62-64 Hämoxigenase-1 (HO-1) und 
Galektin-1 sind weitere Moleküle, die zur suppressiven Aktivität von regulatorischen           
T-Zellen beitragen.65-68 Neben IL-10 bilden Treg-Zellen das zur IL-12 Familie gehörende 
Interleukin-35. IL-35 defiziente Treg-Zellen besitzen eine verminderte Suppressivität in vivo 
und in vitro.69 Am Mausmodell wurde gezeigt, dass in T-Effektorzellen bei Zytokin-
deprivation Apoptose induziert wird. Dies konnte beim Menschen bisher nicht bestätigt 
werden.58, 70 
Einleitung 
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1.3 Zielstellung der Arbeit 
In der vorliegenden Promotionsarbeit wurden folgende Ziele verfolgt: 
1. Etablierung eines Modells zur Evaluation von in situ beobachteten Zell-Zellkontakten 
 
2.  Computergestützte Automatisierung histologischer Bildanalysen 
 
3.  Charakterisierung von Zell-Zellinteraktionen zwischen regulatorischen T-Zellen und 
 proliferierenden Effektorzellen 
 
4. Untersuchung des Einflusses von Zytokinen auf die Treg-Effektor-Zellinteraktionen 
 
Händel et al. Cytometry, April 2009 
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Beitrag des Promovenden 
Der Promovend hat an der Erarbeitung des Matrix- und Kontaktmodells mitgewirkt, die 
Immunfluoreszenzfärbungen etabliert, die computergestützte Automatisierung der histo-
logischen Bildanalyse entwickelt und den statistischen Vergleich der automatischen und 
manuellen Bildanalyse erarbeitet. Gemeinsam mit dem korrespondierenden Autor hat der 
Promovend das Manuskript erstellt. 
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3 Appendix A 
Herleitung des Modellsystems zur Berechnung  
der zufälligen Kontaktwahrscheinlichkeit 
 
Physikalische Beziehungen von Zellen werden durch verschiedene Faktoren (Zelltyp, -dichte, 
Zellkinetik, Kontaktdauer, Gewebemorphologie) beeinflusst. Mit zunehmender Zelldichte und 
steigender Häufigkeit der Zelltypen steigt natürlicherweise die Wahrscheinlichkeit für 
zufällige Zell-Zellkontakte. 
Für die Erarbeitung eines mathematisch-theoretischen Modells zur Berechnung der zufälligen 
Kontaktwahrscheinlichkeit zweier Zelltypen wurden folgende Definitionen verwendet: 
  
 A Zelltyp A   a/t Häufigkeit von Zelltyp A 
 B Zelltyp B   b/t Häufigkeit von Zelltyp B 
 t Gesamtzellzahl  bA (mittlere) Zahl von Zellen Typ B mit 
 a Anzahl von Zellen Typ A  Kontakt zu mindestens einer Zelle Typ A 
 b Anzahl von Zellen Typ B bA/b Kontaktrate, Häufigkeit von Zellen Typ B
 cB (mittlere) Nachbarzellzahl   mit Kontakt zu mindestens einer Zelle von 
  des Zelltyps B    Typ A 
Um die Wahrscheinlichkeit von Zellinteraktionen als Funktion von unterschiedlichen 
Zelldichten und -häufigkeiten zu bestimmen, wurden Matrizes entworfen, in denen jede Zelle 
(Areal innerhalb der Matrix) eine definierte Zahl an Nachbarzellen (cB=1, 2, ...6) besitzt 
(Figure 1A, Publikation). Der Bereich von 1 bis 6 Nachbarzellen entspricht der im 
lymphatischen Gewebe beobachteten Zahl an Nachbarzellen. Es wurden drei Zelltypen 
unterschieden. Zellen sind vom Typ A, Typ B oder nicht spezifiziert. Für die Modell-
simulation wurde Microsoft Excel verwendet. Mit der Funktion Zufallszahl und definierter 
Häufigkeit (Bsp.: Typ A = 0.4, Typ B = 0.1) wurde jede Zelle entweder mit Zelltyp A,  
Zelltyp B oder nicht besetzt. Es erfolgte die Bestimmung der Häufigkeiten von Zelltyp A und 
Zelltyp B (a/t, b/t) und die Messung der Kontaktrate (bA/b) bei definierter Nachbarzellzahl cB. 
Jede einzelne Zelle wurde automatisch (Funktionen: Zählenwenn, Häufigkeit) hinsichtlich des 
Zelltyps und der vorhandenen Kontakte zu anderen Zelltypen in der Nachbarschaft analysiert. 
Die zufällige Kontakthäufigkeit wurde für definierte Häufigkeiten und Zelldichten (cB=1-6) in 
5 unabhängigen Experimenten mit je 59 Matrizes bestimmt. 
Appendix A - Modelltheoretische Grundlagen 
 19 
Die Auswertung der Simulation ergab einen Zusammenhang zwischen der Kontaktrate (bA/b), 
der Häufigkeit von Zelltyp A (a/t) und der Zelldichte (cB). Es besteht keine Abhängigkeit der 
Kontaktrate zur Häufigkeit von Zelltyp B (b/t). Mit steigender Zelldichte und Häufigkeit von 
Zelltyp A erhöht sich die Wahrscheinlichkeit für zufällige Zell-Zellkontakte von Zelltyp B 
mit Zellen des Typs A (Abb. 1A, B). 
Für die Berechnung der zufälligen Kontaktrate zweier Zelltypen mit diskreten Nachbarzell-
zahlen (cB=1, 2, ...6) ergeben sich folgende Gleichungen:  
 cB = 1:     bA/b = 1×(a/t) 
 cB = 2:     bA/b = 2×(a/t) 
 cB = 3:     bA/b = 3×(a/t) - 2×(a/t)2 
 cB = 4:     bA/b = 4×(a/t) - 3×(a/t)3 - 2×(a/t)2 
 cB = 5:     bA/b = 5×(a/t) - 4×(a/t)4 - 3×(a/t)3 - 2×(a/t)2 
 cB = 6:     bA/b = 6×(a/t) - 5×(a/t)5 - 4×(a/t)4 - 3×(a/t)3 - 2×(a/t)2 . 
Allgemein gilt für diskrete Nachbarzellzahlen: 
 cB = n:  bA/b = n×(a/t) - (n-1)×(a/t)n-1 - (n-2)×(a/t)n-2 - ... -2×(a/t)2 . 
Eine Regressionsanalyse ist notwendig, um die zufällige Kontaktrate für beliebige Typ A-
Häufigkeiten und reelle Nachbarzellzahlen (cB=0 bis ∞) zu berechnen. Unter bestimmten 
Voraussetzungen lässt sich die Berechnung der zufälligen Kontaktrate vereinfachen. Wenn 
die Anordnung von Zellen im Gewebe dem Zufall unterliegt, treten Zellkontakte immer mit 
dergleichen Wahrscheinlichkeit auf und keine Zelle wird hinsichtlich ihrer Lage oder im 
Zellkontakt bevorzugt (Gleichwahrscheinlichkeit nach Laplace). 
Für die Berechnung der zufälligen Kontaktrate (bA/b) von Zellen Typ B in Kontakt mit Zellen 
des Typs A mit reellen Nachbarzellzahlen (cB=0 bis ∞) gilt dann die allgemeine Formel 
 
   cB = 0 bis ∞: bA/b = 1 - (1 - a/t) cB 
mit den Termen 
a/t  Wahrscheinlichkeit, dass die Kontaktzelle vom Typ A ist 
1 - a/t Wahrscheinlichkeit, dass die Kontaktzelle nicht vom Typ A ist 
(1 - a/t)n Wahrscheinlichkeit, dass n Kontaktzellen nicht vom Typ A sind 
1 - (1 - a/t)n Wahrscheinlichkeit, dass wenigstens eine von n Kontaktzellen vom Typ A ist. 
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Mit Hilfe dieser allgemeinen Gleichung können nun zufällige Kontakthäufigkeiten unter 
Verwendung experimentell gemessener Parameter (Häufigkeit von Zelltypen, Zelldichte) 
bestimmt und mit der Kontaktrate in situ verglichen werden (Abb. 1C). Für die Berechnung 
der zufälligen Kontaktwahrscheinlichkeit zweier Zelltypen waren unterschiedliche Verfahren 
(Modellsimulation, Datenanalyse, Laplace-Wahrscheinlichkeit) zielführend. 
Das Kontaktmodell und die Gleichung zur Berechnung zufälliger Kontakthäufigkeiten sind 
Möglichkeiten, um Nachbarschaftsbeziehungen von Zellen innerhalb komplexer Gewebe zu 
beschreiben. Die experimentell gemessenen Zellkontaktraten können mit den entsprechenden 
modelltheoretischen Vorhersagewerten verglichen werden. Zellverteilungsmuster, die sich 
nicht mit einer zufälligen Anordnung im Gewebe erklären lassen, sind dennoch nicht 
zwingend von biologischer Relevanz. Die Anwendung des Kontaktmodells und der modell-
theoretischen Vorhersage dient vielmehr der Suche nach möglicherweise relevanten Zell-
interaktionen. Die an der Zell-Zellinteraktion beteiligten Moleküle müssen in funktionellen 
Experimenten identifiziert werden. 
Das Kontaktmodell und die allgemeine Gleichung wurden verwendet, um die Verteilung von 
Foxp3+ Treg-Zellen und Ki-67+ proliferierenden Zellen in lymphatischen Mausgeweben 
besser charakterisieren zu können. Der Vergleich der experimentell gemessenen Kontaktrate 
zwischen Treg-Zellen und proliferierenden Zellen und der modellberechneten Zufalls-
verteilung hilft bei der Evaluierung dieser in situ beobachteten Zell-Zellinteraktion. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1. Modell zur Berechnung der zufälligen Kontaktwahrscheinlichkeit zweier Zelltypen. A, 3D-
Darstellung des Zusammenhangs von Zelltyp A-Frequenz (a/t), Nachbarzellzahl (cB) und Kontaktrate (bA/b).    
B, Auswertung der Simulation. Mit steigender Häufigkeit von Zelltyp A (a/t, b/t = 0.1 definiert) und Zelldichte 
(cB) und steigt die Kontaktrate (bA/b). Symbole (Mittelwert ± S.D.), Regressionslinien (rot). C, Vergleich von 
experimentellen Daten und modelltheoretischen Vorhersagewerten. Mit Hilfe der experimentell bestimmten 
Häufigkeit eines Zelltyps A und mittleren Zelldichte lässt sich die zufällige Kontaktrate (bA/b) von Zellen Typ B 
mit Zellen des Typs A bestimmen. Die experimentellen Messwerte (Mittelwert ± 95% KI) werden mit dem 
modelltheoretischen Vorhersagewert verglichen. 
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4 Appendix B 
Automatische Bildanalyse mit CellProfiler 
4.1  Einleitung 
Die mikroskopische Beurteilung von Immunfärbungen ist eine Standardmethode für die 
Untersuchung von Zellinteraktionen. Die technologischen Fortschritte in der Mehrfarb-
immunfluoreszenz und Automatisierung der Mikroskopie ermöglichen die Generierung von 
Bilddatensätzen mit großem Informationsgehalt. Die sorgsame Begutachtung und Daten-
analyse bleibt der entscheidende und zugleich limitierende Faktor.  
Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde die computergestützte Automatisierung der 
histologischen Bildanalyse etabliert. Dieses Kapitel beschreibt die Funktionsweise und 
Programmierung von CellProfiler, einer Software für die automatische Bildanalyse. In der 
Promotionsarbeit wurde ein Algorithmus entwickelt, mit dem histologische Bilddaten 
effektiv, zeitsparend und objektiv ausgewertet werden. 
4.2 Algorithmus der histologischen Bildanalyse mit CellProfiler 
CellProfiler ist eine open-source Software für die automatische Bildanalyse (GNU Public 
Licence, Broad Institute of MIT and Harvard). Module, welche die Bilddaten individuell 
prozessieren, werden hierbei miteinander verknüpft und bilden eine sogenannte Pipeline. 
Diese besteht aus der Bildverarbeitung, Objektidentifikation und Messung. Die Module 
funktionieren überwiegend automatisch, wobei Interaktionen durch den Anwender          
(Bsp.: Markierung von auszuwertenden Bildarealen) möglich sind.71, 72 Die Pipeline und 
Bilder werden gesichert und die Daten in Kalkulationsprogramme (Excel) oder Datenbanken 
(Oracle, MySQL) exportiert. 
Die Objektidentifikation in histologischen Aufnahmen ist der schwierigste Schritt und 
bestimmt die Messgenauigkeit. CellProfiler verwendet interne Algorithmen, um Objekte zu 
identifizieren: (1) Zusammenhängende Objekte werden erkannt und separiert, (2) Trennlinien 
zwischen den Objekten werden gesucht, (3) CellProfiler entfernt einige der resultierenden 
Objekte in Abhängigkeit der Messvorgaben wie Größe und Form oder fügt sie zusammen.71-74 
CellProfiler wurde verwendet, um die Verteilung von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen und 
Ki-67+ proliferierenden Zellen und deren Zell-Zellkontakte zu analysieren. Die Immun-
fluoreszenzfärbungen wurden wie in der Publikation beschrieben durchgeführt. 
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Vor der automatischen Bildanalyse erfolgte eine 
Optimierung des Hintergrund-Signalverhältnisses durch 
Anpassung von Helligkeit und Kontrast (Photoshop 7.0 
Software, Adobe Systems, USA). Im Rot- und Grünkanal 
waren Helligkeitsreduktionen von 15 ± 3% bzw. 18 ± 7% 
und Kontrastanhebungen von 10% nötig. Die Aufnahmen 
(rot: Foxp3, grün: Ki-67, blau: Zellkerne) wurden in 
CellProfiler geladen, in die Einzelkanäle aufgetrennt und 
konvertiert (grau, 8 bit). Anhand der Objektdurchmesser, 
Signalintensität und den vorbeschriebenen internen 
Algorithmen wurden Foxp3+, Ki-67+ und DAPI+ Zellen 
identifiziert. Objekte außerhalb der empirisch bestimmten 
Objektdurchmesser wurden entfernt. Randständige Objekte 
wurden von der Analyse nicht ausgeschlossen. Kleine 
Objekte wurden nicht zu größeren Objekten zusammen-
gefasst. Die Schwellenwertberechnung (Otsu-Verfahren) 
erfolgte automatisch. Für jede Foxp3+ Zelle wurde die Zahl 
und Lage der DAPI+ Nachbarzellen bestimmt. Zellkontakte 
zwischen Foxp3+ Treg- und Ki-67+ Zellen können durch 
CellProfiler detektiert werden. Für diese Analyse wurden 
Foxp3+ Zellen expandiert (5 Pixel ≈ 1.6 µm) und alle 
überlappenden Ki-67+ Zellen in der Umgebung erkannt.   
T-Zellen besitzen einen großen Zellkern mit schmalem 
Zytoplasmasaum. Ein Abstand von 5 Pixel ist unter diesen 
Voraussetzungen als Zellkontakt zu werten. CellProfiler 
unterscheidet nicht zwischen Zell-Zellkontakten und 
doppelt positiven Zellen. Die Zahl der doppelt positiven 
Zellen muss daher von den detektierten Zellkontakten 
subtrahiert werden. Um doppelt positive Foxp3+Ki-67+ 
Treg-Zellen identifizieren zu können, wurde das Graubild 
(Ki-67) vom Graubild (Foxp3) subtrahiert. Das Zwischen-
bild wurde wiederum vom Graubild (Foxp3) abgezogen. 
Dieses Prozedere generiert ein Bild, welches ausschließlich 
doppelt positive Zellen zeigt.          Abbildung 5. Software-Algorithmus. 
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Die Foxp3+Ki-67+ Zellen wurden wie oben beschrieben identifiziert. Zum Vergleich der 
automatischen Analyse mit dem Originalbild wurden die Einzelbilder gesichert (Abb. 5). Alle 
Daten (Zellzahlen, xy-Koordinaten, Nachbarzellzahlen, Zellkontakte) wurden in tabellarischer 
Form gespeichert und in Microsoft Excel zur weiteren Bearbeitung überführt. 
4.3 Validierung der Messdaten 
Bei der computergestützten, histologischen Bildanalyse mit CellProfiler wurden eine Vielzahl 
von Parametern für jede identifizierte Zelle erfasst (Bsp.: Größe, Form, xy-Koordinaten, 
Lagebeziehungen zu Nachbarzellen). Die Bearbeitungszeit ist abhängig von der Bildgröße, 
der Anzahl der Objekte und der zu messenden Parameter. Die automatische Analyse einer 
Bilddatei (1360 ✕ 1024 Px) mit Dreifarbimmunfluoreszenz benötigt für die Bildprozessierung, 
Messung der Zellzahlen in allen Kanälen, Analyse der Zellinteraktionen und den Datenexport 
etwa 4 Minuten. In dieser Zeit werden bis zu 3000 Zellkerne und mehrere hundert Zellen in 
den Einzelkanälen separiert, gezählt und deren Lagebeziehungen analysiert. Die vergleichbare 
manuelle Auswertung einer Bilddatei dauert etwa 30 bis 45 Minuten. 
Die Ergebnisse der automatischen Bildanalyse wurden mit denen der parallel durchgeführten 
manuellen Auszählung verglichen. Insgesamt wurden 17 unabhängige Bilder von zwei 
C57Bl/6 Kolon analysiert. 19140 Zellkerne, 330 Foxp3+ Zellen, 995 Ki-67+ Zellen, 1025 
Nachbarzellen, 34 Foxp3+Ki-67+ doppelt positive Zellen und 86 Zellkontakte von Foxp3+ 
Zellen mit Ki-67+ Zellen sind in die Auswertung eingegangen. Die automatische und 
manuelle Bildanalyse wurde von zwei unabhängigen Beobachtern durchgeführt. 
Die Ergebnisse der automatischen und manuellen Bildanalyse korrelieren sehr gut (Foxp3 
r2=0.98, Ki-67 r2=0.99, Zellkerne r2=0.99, Nachbarzellen r2=0.97, doppelt positive Zellen   
r2= 0.93, Zellkontakte r2=0.85; alle p < 0.0001). Für Einzelzellen ist der Betrag der mittleren 
Abweichung unter 10% (Foxp3 9.2%, Ki-67 8.6%, Zellkerne 4.3%, doppelt positive Zellen 
6.6%). Die Objektidentifizierung funktioniert zuverlässig und Zellen werden mit einer hohen 
Treffsicherheit erkannt (Abb. 6). Der Betrag der mittleren Abweichung für die Zahl der 
Nachbarzellen pro Foxp3+ Zelle ist mit 14.2% im Vergleich zu den Einzelzellen hoch, 
dennoch wurden 961 von 1025 (93.8%) Nachbarzellen richtig erkannt und die mittlere 
Zelldichte (cB) ist mit 3.12 ± 0.18 (manuell) und 3.16 ± 0.45 (CellProfiler) nahezu identisch. 
Der Betrag der mittleren Abweichung für die Zahl der Foxp3-Ki-67-Zellkontakte ist mit 
29.4% deutlich erhöht. Die Objektzahl (n=86) ist im Vergleich zu den übrigen Analysen 
gering. Von den 86 Foxp3-Ki-67-Zellkontakten wurden 84.2% richtig erkannt. 
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Insgesamt haben die manuelle und automatische Bildanalyse im Kolon von Wildtyp-Mäusen 
im Vergleich zu den theoretischen Vorhersagewerten signifikant höhere Zellkontaktraten 
zwischen Foxp3+ und Ki-67+ Zellen detektiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6. Vergleich der automatischen und manuellen Bildanalyse. Die Ergebnisse der automatischen 
Bildanalyse sind mit denen der manuellen Auswertung vergleichbar (Foxp3 r2=0.98, Ki-67 r2=0.99, Zellkerne 
r2=0.99, Nachbarzellen r2=0.97, doppelt positive Zellen r2= 0.93, Zellkontakte r2=0.85; alle p < 0.0001). Der 
Betrag der mittleren Abweichung für Einzelzellen liegt unter 10% (Foxp3 9.2%, Ki-67 8.6%, Zellkerne 4.3%, 
doppelpositive Zellen 6.6%), komplexere Analysen besitzen eine höhere Fehlerrate (Nachbarzellen 14.2%, 
Foxp3-Ki-67-Zellkontakte 29.4%). 
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4.4 Zusammenfassung 
CellProfiler ist eine open-source Software (GNU General Public Licence), welche die 
Automatisierung der histologischen Bildanalyse ermöglicht. Durch die Verknüpfung von 
Modulen entstehen Algorithmen (Pipelines), mit denen Bilddaten gelesen, modifiziert und 
Objekte identizifiert sowie analysiert werden können.71-74 
Die histologische Bildanalyse mit CellProfiler ist an bestimmte Voraussetzungen geknüpft. 
Alle Objekte, deren Signalintensität nach der Schwellenwertberechnung (Otsu-Verfahren) 
größer als Null ist, werden den internen Algorithmen folgend analysiert.75 Vor der 
automatischen Bildanalyse ist es daher notwendig, unspezifische Hintergrundsignale mit Hilfe 
von Bildbearbeitungsprogrammen zu entfernen. Die Veränderung von Helligkeit und Kontrast 
bedeuten einen Eingriff in den Signalcharakter und beeinflussen maßgeblich die nachfolgende 
Bildanalyse. Durch eine intakte Gewebemorphologie und gute Färbequalität mit geringer 
Eigenfluoreszenz und wenigen Signalartefakten lassen sich die notwendigen Manipulationen 
auf ein sinnvolles Maß reduzieren. 
Der Vergleich von manueller und automatischer Bildauswertung konnte zeigen, dass die 
Ergebnisse beider Methoden sehr gut korrelieren. Für die Einzelzellanalysen waren die 
Beträge der mittleren Abweichung gering. Komplexere Analysen (Nachbarzellen, Zell-
Zellkontakte) weisen höhere Fehlerraten auf, die Ergebnisse der automatischen Bildanalyse 
sind im Falle der Zellkontakte zum jetzigen Zeitpunkt kontrollbedürftig. 
Die CellProfiler Software unterscheidet bei räumlichen Überlagerungen von Rot (Foxp3)- und 
Grün (Ki-67)-Signalen nicht zwischen Zellkontakten und doppelt positiven Zellen. Die simple 
Subtraktion von doppelt positiven Zellen und detektierten Zellkontakten ist hierbei nicht 
ausreichend. CellProfiler registriert, wieviele Ki-67+ Zellkontakte eine Foxp3+ Zelle aufweist 
(Bsp.: 0, 1, 2, ...). Die experimentelle Fragestellung und das Kontaktmodell beschreiben 
dagegen das Minimalergebnis, d.h. ob eine Foxp3+ Zelle mindestens einen Ki-67+ Zellkontakt 
besitzt (Bsp.: 0, 1). Demzufolge müssen die automatisch detektierten Zellkontakte sorgfältig 
revidiert werden. 
Die computergestützte Automatisierung der histologischen Bildanalyse ist eine zeitsparende 
und objektive Methode, welche die mikroskopische Beurteilung von Immunfluoreszenz-
aufnahmen unterstützt. Ebenso können Parameter (a/t, cB) für die Berechnung der zufälligen 
Kontaktrate zweier Zelltypen (bA/b) effektiv und sicher bestimmt werden. Gemeinsam mit 
dem Kontaktmodell stellen automatische, histologische Bildanalysen sinnvolle Methoden dar, 
welche die Suche nach relevanten Zellinteraktionen in situ unterstützen. 
Appendix B - CellProfiler 
 26 
4.5 Detaillierte Darstellung des CellProfiler-Algorithmus 
Der erste Teil des Algorithmus ermöglicht die vollständige quantitative Analyse und den 
Datenexport. Der zweite Teil komplettiert lediglich den Bilddatensatz. 
Abschnitt 1 - Analyse - 
Module 1 LoadImages 
How do you want to load these files?           Text-Exact match 
Type the text that one type of image has in common (for TEXT options), or their position in each group (for ORDER option):       Image.TIF 
What do you want to call these images within CellProfiler?                             Original 
Type the text that one type of image has in common (for TEXT options), or their position in each group (for ORDER option):             / 
What do you want to call these images within CellProfiler?                               / 
Type the text that one type of image has in common (for TEXT options), or their position in each group (for ORDER option):             / 
What do you want to call these images within CellProfiler?                               / 
Type the text that one type of image has in common (for TEXT options), or their position in each group (for ORDER option):                 / 
What do you want to call these images within CellProfiler?                               / 
If using ORDER, how many images are there in each group (i.e. each field of view)?                 3 
What type of files are you loading?            individual images 
Analyze all subfolders within the selected folder?                         No 
Enter the path name to the folder where the images to be loaded are located. Type period (.) for default image folder.               . 
If the movies contain more than just one image type (e.g., brightfield, fluorescent, field-of-view), add the GroupMovieFrames module.          . 
 
Module 2 ColorToGray 
What did you call the image to be converted to Gray?                                 Original 
How do you want to convert the color image?                               Split 
SPLIT options:                                        n/a 
What do you want to call the image that was red? Type N to ignore red.                            OrigRed 
What do you want to call the image that was green? Type N to ignore green.                       OrigGreen 
What do you want to call the image that was blue? Type N to ignore blue.                              OrigBlue 
 
Module 3 IdentifyPrimAutomatic 
What did you call the images you want to process?                              OrigRed 
What do you want to call the objects identified by this module?                        Foxp3 
Typical diameter of objects, in pixel units (Min,Max):                      14.5,50 
Discard objects outside the diameter range?                       Yes 
Try to merge too small objects with nearby larger objects?                        No 
Discard objects touching the border of the image?                         No 
Select an automatic thresholding method or enter an absolute threshold in the range [0,1]. To choose a binary image, select 
"Other" and type its name. Choosing ''All'' will use the Otsu Global method to calculate a single threshold for the entire image 
group. The other methods calculate a threshold for  each  image  individually. "Set  interactively"  will  allow  you  to  manually  
adjust the threshold during the first cycle  to  determine  what  will work well.               Otsu Global 
Threshold correction factor                             1 
Lower and upper bounds on threshold, in the range [0,1]                        0,1 
For MoG thresholding, what is the approximate fraction of image covered by objects?               10 
Method to distinguish clumped objects (see help for details):                                Intensity 
Method to draw dividing lines between clumped objects (see help for details):                              Intensity 
Size of smoothing filter, in pixel units (if you are distinguishing between clumped objects).  
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Enter  0  for  low  resolution  images  with  small  objects (~< 5 pixel diameter) to prevent any image smoothing.               Automatic  
Suppress local maxima within this distance, (a positive integer, in pixel units) 
(if you are distinguishing between clumped objects)                            Automatic 
Speed up by using lower-resolution image to find local maxima? (if you are distinguishing between clumped objects)           No 
Enter the following information, separated by commas, if you would like to use the Laplacian of Gaussian method  
for identifying objects instead of using the above settings: Size  of  neighbourhood  (height, width), Sigma, Minimum Area, 
Size for Wiener Filter (height, width), Threshold                             / 
What do you want to call the outlines of the identified objects (optional)?                  Do not save 
Do you want to fill holes in identified objects?                     No 
Do you want to run in test mode where each method for distinguishing clumped objects is compared?                No 
 
Module 4 IdentifyPrimAutomatic 
What did you call the images you want to process?                          OrigGreen 
What do you want to call the objects identified by this module?                  Ki67 
Typical diameter of objects, in pixel units (Min,Max):                13,50 
Discard objects outside the diameter range?                       Yes 
Try to merge too small objects with nearby larger objects?                        No 
Discard objects touching the border of the image?                         No 
Select an automatic thresholding method or enter an absolute threshold in the range [0,1]. To choose a binary image, select 
"Other" and type its name. Choosing ''All'' will use the Otsu Global method to calculate a single threshold for the entire image 
group. The other methods calculate a threshold for  each  image  individually. "Set  interactively"  will  allow  you  to  manually  
adjust the threshold during the first cycle  to  determine  what  will work well.               Otsu Global 
Threshold correction factor                             1 
Lower and upper bounds on threshold, in the range [0,1]                        0,1 
For MoG thresholding, what is the approximate fraction of image covered by objects?               10 
Method to distinguish clumped objects (see help for details):                                Intensity 
Method to draw dividing lines between clumped objects (see help for details):                              Intensity 
Size of smoothing filter, in pixel units (if you are distinguishing between clumped objects).  
Enter  0  for  low  resolution  images  with  small  objects (~< 5 pixel diameter) to prevent any image smoothing.               Automatic  
Suppress local maxima within this distance, (a positive integer, in pixel units) 
(if you are distinguishing between clumped objects)                            Automatic 
Speed up by using lower-resolution image to find local maxima? (if you are distinguishing between clumped objects)           No 
Enter the following information, separated by commas, if you would like to use the Laplacian of Gaussian method  
for identifying objects instead of using the above settings: Size  of  neighbourhood  (height, width), Sigma, Minimum Area, 
Size for Wiener Filter (height, width), Threshold                             / 
What do you want to call the outlines of the identified objects (optional)?                  Do not save 
Do you want to fill holes in identified objects?                     No 
Do you want to run in test mode where each method for distinguishing clumped objects is compared?                No 
 
Module 5 IdentifyPrimAutomatic 
What did you call the images you want to process?                                OrigBlue 
What do you want to call the objects identified by this module?                      Nuclei 
Typical diameter of objects, in pixel units (Min,Max):                          9.7,50 
Discard objects outside the diameter range?                       Yes 
Try to merge too small objects with nearby larger objects?                        No 
Discard objects touching the border of the image?                         No 
Select an automatic thresholding method or enter an absolute threshold in the range [0,1]. To choose a binary image, select 
"Other" and type its name. Choosing ''All'' will use the Otsu Global method to calculate a single threshold for the entire image 
group. The other methods calculate a threshold for  each  image  individually. "Set  interactively"  will  allow  you  to  manually  
adjust the threshold during the first cycle  to  determine  what  will work well.               Otsu Global 
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Threshold correction factor                             1 
Lower and upper bounds on threshold, in the range [0,1]                        0,1 
For MoG thresholding, what is the approximate fraction of image covered by objects?               10 
Method to distinguish clumped objects (see help for details):                                Intensity 
Method to draw dividing lines between clumped objects (see help for details):                              Intensity 
Size of smoothing filter, in pixel units (if you are distinguishing between clumped objects).  
Enter  0  for  low  resolution  images  with  small  objects (~< 5 pixel diameter) to prevent any image smoothing.               Automatic  
Suppress local maxima within this distance, (a positive integer, in pixel units) 
(if you are distinguishing between clumped objects)                            Automatic 
Speed up by using lower-resolution image to find local maxima? (if you are distinguishing between clumped objects)           No 
Enter the following information, separated by commas, if you would like to use the Laplacian of Gaussian method  
for identifying objects instead of using the above settings: Size  of  neighbourhood  (height, width), Sigma, Minimum Area, 
Size for Wiener Filter (height, width), Threshold                             / 
What do you want to call the outlines of the identified objects (optional)?                  Do not save 
Do you want to fill holes in identified objects?                     No 
Do you want to run in test mode where each method for distinguishing clumped objects is compared?                No 
 
Module 6 ExpandOrShrink 
What did you call the objects that you want to expand or shrink?                    Foxp3 
What do you want to call the expanded or shrunken objects?                           ExpFoxp3 
Were the objects identified using an Identify Primary or Identify Secondary module 
(note: shrinking results are not perfect with Secondary objects)?                                Primary 
Do you want to expand or shrink the objects?                    Expand 
Enter the number of pixels by which to expand or shrink the objects, or "Inf" to either shrink to a point or expand until 
almost touching, or 0 (the number zero) to simply add partial dividing lines  between  objects  that  are touching.                      5 
What do you want to call the outlines of the identified objects (optional)?                      Do not save 
 
Module 7 Relate 
What objects are the children objects (subobjects)?                         Nuclei 
What are the parent objects?                           Foxp3 
What other object do you want to find distances to? (Must be one object per parent object, e.g. Nuclei)           None 
 
Module 8 Relate 
What objects are the children objects (subobjects)?                   Ki67 
What are the parent objects?                              ExpFoxp3 
What other object do you want to find distances to? (Must be one object per parent object, e.g. Nuclei)           None 
 
Module 9 Subtract 
Subtract this image:                            OrigGreen 
From this image:                                     OrigRed 
What do you want to call the resulting image?                     Interim 
Enter the factor to multiply the first image by before subtracting:                      10 
Enter the factor to multiply the second image by before subtracting:                         1 
Do you want negative values in the image to be set to zero?                      Yes 
 
Module 10 Subtract 
Subtract this image:                    Interim 
From this image:                                     OrigRed 
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What do you want to call the resulting image?                       Double 
Enter the factor to multiply the first image by before subtracting:                         10 
Enter the factor to multiply the second image by before subtracting:                             1 
Do you want negative values in the image to be set to zero?                      Yes 
 
Module 11 IdentifyPrimAutomatic 
What did you call the images you want to process?                       Double 
What do you want to call the objects identified by this module?                      Double 
Typical diameter of objects, in pixel units (Min,Max):                18,50 
Discard objects outside the diameter range?                       Yes 
Try to merge too small objects with nearby larger objects?                        No 
Discard objects touching the border of the image?                         No 
Select an automatic thresholding method or enter an absolute threshold in the range [0,1]. To choose a binary image, select 
"Other" and type its name. Choosing ''All'' will use the Otsu Global method to calculate a single threshold for the entire image 
group. The other methods calculate a threshold for  each  image  individually. "Set  interactively"  will  allow  you  to  manually  
adjust the threshold during the first cycle  to  determine  what  will work well.               Otsu Global 
Threshold correction factor                             1 
Lower and upper bounds on threshold, in the range [0,1]                        0,1 
For MoG thresholding, what is the approximate fraction of image covered by objects?               10 
Method to distinguish clumped objects (see help for details):                                Intensity 
Method to draw dividing lines between clumped objects (see help for details):                              Intensity 
Size of smoothing filter, in pixel units (if you are distinguishing between clumped objects).  
Enter  0  for  low  resolution  images  with  small  objects (~< 5 pixel diameter) to prevent any image smoothing.               Automatic  
Suppress local maxima within this distance, (a positive integer, in pixel units) 
(if you are distinguishing between clumped objects)                            Automatic 
Speed up by using lower-resolution image to find local maxima? (if you are distinguishing between clumped objects)           No 
Enter the following information, separated by commas, if you would like to use the Laplacian of Gaussian method  
for identifying objects instead of using the above settings: Size  of  neighbourhood  (height, width), Sigma, Minimum Area, 
Size for Wiener Filter (height, width), Threshold                             / 
What do you want to call the outlines of the identified objects (optional)?                  Do not save 
Do you want to fill holes in identified objects?                     No 
Do you want to run in test mode where each method for distinguishing clumped objects is compared?                No 
 
Module 12 ConvertToImage 
What did you call the objects you want to convert to an image?                    Foxp3 
What do you want to call the resulting image?                        Foxp3white 
What colors should the resulting image use?                         Binary (black & white) 
For COLOR, what do you want the colormap to be?                     Default 
 
Module 13 ConvertToImage 
What did you call the objects you want to convert to an image?                Ki67 
What do you want to call the resulting image?                            Ki67white 
What colors should the resulting image use?                         Binary (black & white) 
For COLOR, what do you want the colormap to be?                     Default 
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Module 14 ConvertToImage 
What did you call the objects you want to convert to an image?                        Nuclei 
What do you want to call the resulting image?                       Nucleiwhite 
What colors should the resulting image use?                         Binary (black & white) 
For COLOR, what do you want the colormap to be?                     Default 
 
Module 15 ConvertToImage 
What did you call the objects you want to convert to an image?                        Nuclei 
What do you want to call the resulting image?                                Nucleicolour 
What colors should the resulting image use?                           Color 
For COLOR, what do you want the colormap to be?                     Default 
 
Module 16 ConvertToImage 
What did you call the objects you want to convert to an image?                      Double 
What do you want to call the resulting image?                                Doublewhite 
What colors should the resulting image use?                         Binary (black & white) 
For COLOR, what do you want the colormap to be?                     Default 
 
Module 17 GrayToColor 
What did you call the image to be colored red?                        Foxp3white 
What did you call the image to be colored green?                    Leave this black 
What did you call the image to be colored blue?                    Leave this black 
What do you want to call the resulting image?                              Foxp3red 
Enter the adjustment factor for the red/green/blue image                    1/1/1 
 
Module 18 GrayToColor 
What did you call the image to be colored red?                Leave this black 
What did you call the image to be colored green?                            Ki67white 
What did you call the image to be colored blue?                    Leave this black 
What do you want to call the resulting image?                            Ki67green 
Enter the adjustment factor for the red/green/blue image                    1/1/1 
 
Module 19 GrayToColor 
What did you call the image to be colored red?                    Leave this black 
What did you call the image to be colored green?                    Leave this black 
What did you call the image to be colored blue?                       Nucleiwhite 
What do you want to call the resulting image?                           Nucleiblue 
Enter the adjustment factor for the red/green/blue image                    1/1/1 
 
Module 20 GrayToColor 
What did you call the image to be colored red?                            Doublewhite 
What did you call the image to be colored green?                                Doublewhite 
What did you call the image to be colored blue?                    Leave this black 
What do you want to call the resulting image?                             Doubleyellow 
Enter the adjustment factor for the red/green/blue image                    1/1/1 
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Module 21 SaveImages 
What did you call the images you want to save? If you would like to save an entire figure, enter the module number here:                  OrigRed 
Which images'' original filenames do you want use as a base for these new images'' filenames? Your choice MUST be 
images loaded directly with a Load module. Alternately, type N to use sequential numbers for the file names, or type 
=DesiredFilename to use the single file name you specify (replace DesiredFilename with the name you actually want) for  
all files (this is *required* when saving an avi movie).                  =Foxp3grey 
Enter text to append to the image name, type N to use sequential numbers, or leave "" to not append anything.                \n      
In what file format do you want to save images (figures must be saved as fig, which is only openable in Matlab)?                tif 
Enter the pathname to the directory where you want to save the images. Type period (.) for default output directory or 
ampersand (&) for the directory of the original image.                        . 
Enter the bit depth at which to save the images (Note: some image formats do not support saving at a bit depth of 12 or 16; 
see Matlab''s imwrite function for more details.)                        8 
Do you want to always check whether you will be overwriting a file when saving images?                Yes 
At what point in the pipeline do you want to save the image? When saving in avi (movie) format, choose Every cycle.                 Every cycle 
If you are saving in avi (movie) format, do you want to save the movie only after the last cycle is processed (enter ''L''), 
or after every Nth cycle (1,2,3...)? Saving movies is time-consuming. See the help for this module for more details.                 L 
Do you want to rescale the images to use a full 8 bit (256 graylevel) dynamic range (Y or N)? 
Use the RescaleIntensity module for other rescaling options.                    No 
For grayscale images, specify the colormap to use (see help). This is critical for movie (avi) files. 
Choosing anything other than gray may degrade image quality or result in image stretching.               gray 
Enter any optional parameters here (''Quality'',1 or ''Quality'',100 etc.) or leave / for no optional parameters.                    / 
Update file names within CellProfiler? See help for details.                        No 
Warning! It is possible to overwrite existing files using this module!                    n/a 
 
Module 22 SaveImages 
What did you call the images you want to save? If you would like to save an entire figure, enter the module number here:              OrigGreen 
Which images'' original filenames do you want use as a base for these new images'' filenames? Your choice MUST be 
images loaded directly with a Load module. Alternately, type N to use sequential numbers for the file names, or type 
=DesiredFilename to use the single file name you specify (replace DesiredFilename with the name you actually want) for  
all files (this is *required* when saving an avi movie).                           =Ki67grey 
Enter text to append to the image name, type N to use sequential numbers, or leave "" to not append anything.                \n      
In what file format do you want to save images (figures must be saved as fig, which is only openable in Matlab)?                tif 
Enter the pathname to the directory where you want to save the images. Type period (.) for default output directory or 
ampersand (&) for the directory of the original image.                        . 
Enter the bit depth at which to save the images (Note: some image formats do not support saving at a bit depth of 12 or 16; 
see Matlab''s imwrite function for more details.)                        8 
Do you want to always check whether you will be overwriting a file when saving images?                Yes 
At what point in the pipeline do you want to save the image? When saving in avi (movie) format, choose Every cycle.                 Every cycle 
If you are saving in avi (movie) format, do you want to save the movie only after the last cycle is processed (enter ''L''), 
or after every Nth cycle (1,2,3...)? Saving movies is time-consuming. See the help for this module for more details.                 L 
Do you want to rescale the images to use a full 8 bit (256 graylevel) dynamic range (Y or N)? 
Use the RescaleIntensity module for other rescaling options.                    No 
For grayscale images, specify the colormap to use (see help). This is critical for movie (avi) files. 
Choosing anything other than gray may degrade image quality or result in image stretching.               gray 
Enter any optional parameters here (''Quality'',1 or ''Quality'',100 etc.) or leave / for no optional parameters.                    / 
Update file names within CellProfiler? See help for details.                        No 
Warning! It is possible to overwrite existing files using this module!                    n/a 
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Module 23 SaveImages 
What did you call the images you want to save? If you would like to save an entire figure, enter the module number here:                 OrigBlue 
Which images'' original filenames do you want use as a base for these new images'' filenames? Your choice MUST be 
images loaded directly with a Load module. Alternately, type N to use sequential numbers for the file names, or type 
=DesiredFilename to use the single file name you specify (replace DesiredFilename with the name you actually want) for 
all files (this is *required* when saving an avi movie).                     =Nucleigrey 
Enter text to append to the image name, type N to use sequential numbers, or leave "" to not append anything.                \n      
In what file format do you want to save images (figures must be saved as fig, which is only openable in Matlab)?                tif 
Enter the pathname to the directory where you want to save the images. Type period (.) for default output directory or 
ampersand (&) for the directory of the original image.                        . 
Enter the bit depth at which to save the images (Note: some image formats do not support saving at a bit depth of 12 or 16; 
see Matlab''s imwrite function for more details.)                        8 
Do you want to always check whether you will be overwriting a file when saving images?                Yes 
At what point in the pipeline do you want to save the image? When saving in avi (movie) format, choose Every cycle.                 Every cycle 
If you are saving in avi (movie) format, do you want to save the movie only after the last cycle is processed (enter ''L''), 
or after every Nth cycle (1,2,3...)? Saving movies is time-consuming. See the help for this module for more details.                 L 
Do you want to rescale the images to use a full 8 bit (256 graylevel) dynamic range (Y or N)? 
Use the RescaleIntensity module for other rescaling options.                    No 
For grayscale images, specify the colormap to use (see help). This is critical for movie (avi) files. 
Choosing anything other than gray may degrade image quality or result in image stretching.               gray 
Enter any optional parameters here (''Quality'',1 or ''Quality'',100 etc.) or leave / for no optional parameters.                    / 
Update file names within CellProfiler? See help for details.                        No 
Warning! It is possible to overwrite existing files using this module!                    n/a 
 
Module 24 SaveImages 
What did you call the images you want to save? If you would like to save an entire figure, enter the module number here:                Foxp3red 
Which images'' original filenames do you want use as a base for these new images'' filenames? Your choice MUST be 
images loaded directly with a Load module. Alternately, type N to use sequential numbers for the file names, or type 
=DesiredFilename to use the single file name you specify (replace DesiredFilename with the name you actually want) for 
all files (this is *required* when saving an avi movie).                         =Foxp3red 
Enter text to append to the image name, type N to use sequential numbers, or leave "" to not append anything.                \n      
In what file format do you want to save images (figures must be saved as fig, which is only openable in Matlab)?                tif 
Enter the pathname to the directory where you want to save the images. Type period (.) for default output directory or 
ampersand (&) for the directory of the original image.                        . 
Enter the bit depth at which to save the images (Note: some image formats do not support saving at a bit depth of 12 or 16; 
see Matlab''s imwrite function for more details.)                        8 
Do you want to always check whether you will be overwriting a file when saving images?                Yes 
At what point in the pipeline do you want to save the image? When saving in avi (movie) format, choose Every cycle.                 Every cycle 
If you are saving in avi (movie) format, do you want to save the movie only after the last cycle is processed (enter ''L''), 
or after every Nth cycle (1,2,3...)? Saving movies is time-consuming. See the help for this module for more details.                 L 
Do you want to rescale the images to use a full 8 bit (256 graylevel) dynamic range (Y or N)? 
Use the RescaleIntensity module for other rescaling options.                    No 
For grayscale images, specify the colormap to use (see help). This is critical for movie (avi) files. 
Choosing anything other than gray may degrade image quality or result in image stretching.               gray 
Enter any optional parameters here (''Quality'',1 or ''Quality'',100 etc.) or leave / for no optional parameters.                    / 
Update file names within CellProfiler? See help for details.                        No 
Warning! It is possible to overwrite existing files using this module!                    n/a 
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Module 25 SaveImages 
What did you call the images you want to save? If you would like to save an entire figure, enter the module number here:               Ki67green 
Which images'' original filenames do you want use as a base for these new images'' filenames? Your choice MUST be 
images loaded directly with a Load module. Alternately, type N to use sequential numbers for the file names, or type 
=DesiredFilename to use the single file name you specify (replace DesiredFilename with the name you actually want) for 
all files (this is *required* when saving an avi movie).                       =Ki67green 
Enter text to append to the image name, type N to use sequential numbers, or leave "" to not append anything.                \n      
In what file format do you want to save images (figures must be saved as fig, which is only openable in Matlab)?                tif 
Enter the pathname to the directory where you want to save the images. Type period (.) for default output directory or 
ampersand (&) for the directory of the original image.                        . 
Enter the bit depth at which to save the images (Note: some image formats do not support saving at a bit depth of 12 or 16; 
see Matlab''s imwrite function for more details.)                        8 
Do you want to always check whether you will be overwriting a file when saving images?                Yes 
At what point in the pipeline do you want to save the image? When saving in avi (movie) format, choose Every cycle.                 Every cycle 
If you are saving in avi (movie) format, do you want to save the movie only after the last cycle is processed (enter ''L''), 
or after every Nth cycle (1,2,3...)? Saving movies is time-consuming. See the help for this module for more details.                 L 
Do you want to rescale the images to use a full 8 bit (256 graylevel) dynamic range (Y or N)? 
Use the RescaleIntensity module for other rescaling options.                    No 
For grayscale images, specify the colormap to use (see help). This is critical for movie (avi) files. 
Choosing anything other than gray may degrade image quality or result in image stretching.               gray 
Enter any optional parameters here (''Quality'',1 or ''Quality'',100 etc.) or leave / for no optional parameters.                    / 
Update file names within CellProfiler? See help for details.                        No 
Warning! It is possible to overwrite existing files using this module!                    n/a 
 
Module 26 SaveImages 
What did you call the images you want to save? If you would like to save an entire figure, enter the module number here:              Nucleiblue 
Which images'' original filenames do you want use as a base for these new images'' filenames? Your choice MUST be 
images loaded directly with a Load module. Alternately, type N to use sequential numbers for the file names, or type 
=DesiredFilename to use the single file name you specify (replace DesiredFilename with the name you actually want) for 
all files (this is *required* when saving an avi movie).                     =Nucleiblue 
Enter text to append to the image name, type N to use sequential numbers, or leave "" to not append anything.                \n      
In what file format do you want to save images (figures must be saved as fig, which is only openable in Matlab)?                tif 
Enter the pathname to the directory where you want to save the images. Type period (.) for default output directory or 
ampersand (&) for the directory of the original image.                        . 
Enter the bit depth at which to save the images (Note: some image formats do not support saving at a bit depth of 12 or 16; 
see Matlab''s imwrite function for more details.)                        8 
Do you want to always check whether you will be overwriting a file when saving images?                Yes 
At what point in the pipeline do you want to save the image? When saving in avi (movie) format, choose Every cycle.                 Every cycle 
If you are saving in avi (movie) format, do you want to save the movie only after the last cycle is processed (enter ''L''), 
or after every Nth cycle (1,2,3...)? Saving movies is time-consuming. See the help for this module for more details.                 L 
Do you want to rescale the images to use a full 8 bit (256 graylevel) dynamic range (Y or N)? 
Use the RescaleIntensity module for other rescaling options.                    No 
For grayscale images, specify the colormap to use (see help). This is critical for movie (avi) files. 
Choosing anything other than gray may degrade image quality or result in image stretching.               gray 
Enter any optional parameters here (''Quality'',1 or ''Quality'',100 etc.) or leave / for no optional parameters.                    / 
Update file names within CellProfiler? See help for details.                        No 
Warning! It is possible to overwrite existing files using this module!                    n/a 
 
 
 
Appendix B - CellProfiler 
 34 
Module 27 SaveImages 
What did you call the images you want to save? If you would like to save an entire figure, enter the module number here:           Nucleicolour 
Which images'' original filenames do you want use as a base for these new images'' filenames? Your choice MUST be 
images loaded directly with a Load module. Alternately, type N to use sequential numbers for the file names, or type 
=DesiredFilename to use the single file name you specify (replace DesiredFilename with the name you actually want) for 
all files (this is *required* when saving an avi movie).                           =Nucleicolour 
Enter text to append to the image name, type N to use sequential numbers, or leave "" to not append anything.                \n      
In what file format do you want to save images (figures must be saved as fig, which is only openable in Matlab)?                tif 
Enter the pathname to the directory where you want to save the images. Type period (.) for default output directory or 
ampersand (&) for the directory of the original image.                        . 
Enter the bit depth at which to save the images (Note: some image formats do not support saving at a bit depth of 12 or 16; 
see Matlab''s imwrite function for more details.)                        8 
Do you want to always check whether you will be overwriting a file when saving images?                Yes 
At what point in the pipeline do you want to save the image? When saving in avi (movie) format, choose Every cycle.                 Every cycle 
If you are saving in avi (movie) format, do you want to save the movie only after the last cycle is processed (enter ''L''), 
or after every Nth cycle (1,2,3...)? Saving movies is time-consuming. See the help for this module for more details.                 L 
Do you want to rescale the images to use a full 8 bit (256 graylevel) dynamic range (Y or N)? 
Use the RescaleIntensity module for other rescaling options.                    No 
For grayscale images, specify the colormap to use (see help). This is critical for movie (avi) files. 
Choosing anything other than gray may degrade image quality or result in image stretching.               gray 
Enter any optional parameters here (''Quality'',1 or ''Quality'',100 etc.) or leave / for no optional parameters.                    / 
Update file names within CellProfiler? See help for details.                        No 
Warning! It is possible to overwrite existing files using this module!                    n/a 
 
Module 28 SaveImages 
What did you call the images you want to save? If you would like to save an entire figure, enter the module number here:         Doubleyellow 
Which images'' original filenames do you want use as a base for these new images'' filenames? Your choice MUST be 
images loaded directly with a Load module. Alternately, type N to use sequential numbers for the file names, or type 
=DesiredFilename to use the single file name you specify (replace DesiredFilename with the name you actually want) for 
all files (this is *required* when saving an avi movie).                       =Doubleyellow 
Enter text to append to the image name, type N to use sequential numbers, or leave "" to not append anything.                \n      
In what file format do you want to save images (figures must be saved as fig, which is only openable in Matlab)?                tif 
Enter the pathname to the directory where you want to save the images. Type period (.) for default output directory or 
ampersand (&) for the directory of the original image.                        . 
Enter the bit depth at which to save the images (Note: some image formats do not support saving at a bit depth of 12 or 16; 
see Matlab''s imwrite function for more details.)                        8 
Do you want to always check whether you will be overwriting a file when saving images?                Yes 
At what point in the pipeline do you want to save the image? When saving in avi (movie) format, choose Every cycle.                 Every cycle 
If you are saving in avi (movie) format, do you want to save the movie only after the last cycle is processed (enter ''L''), 
or after every Nth cycle (1,2,3...)? Saving movies is time-consuming. See the help for this module for more details.                 L 
Do you want to rescale the images to use a full 8 bit (256 graylevel) dynamic range (Y or N)? 
Use the RescaleIntensity module for other rescaling options.                    No 
For grayscale images, specify the colormap to use (see help). This is critical for movie (avi) files. 
Choosing anything other than gray may degrade image quality or result in image stretching.               gray 
Enter any optional parameters here (''Quality'',1 or ''Quality'',100 etc.) or leave / for no optional parameters.                    / 
Update file names within CellProfiler? See help for details.                        No 
Warning! It is possible to overwrite existing files using this module!                    n/a 
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Module 29 ExportToExcel 
Which objects do you want to export?                          Foxp3 
                         ExpFoxp3 
                  Ki67 
                                        Nuclei 
                                      Double 
 
Manuelles Sichern 
Mit Abschnitt 1 ist die quantitative Analyse abgeschlossen. Um einen vollständigen 
Bilddatensatz zu erhalten, müssen die "New Sub Object" Bilder in den Modulen 7 und 8 
manuell gesichert werden. Das Bild aus Modul 7 wird mit "Neighbours", das Bild aus    
Modul 8 mit "ContactsDP" bezeichnet. Beide Bilder werden im TIF-Format gesichert. 
Abschnitt 2 - Bilder - 
Module 1 LoadImages 
How do you want to load these files?               Text-Exact match 
Type the text that one type of image has in common (for TEXT options), or their position in each group:      ContactsDP.TIF 
What do you want to call these images within CellProfiler?                     ContactsDP 
Type the text that one type of image has in common (for TEXT options), or their position in each group:                   Doubleyellow.TIF 
What do you want to call these images within CellProfiler?                            Doubleyellow 
Type the text that one type of image has in common (for TEXT options), or their position in each group:           Neighbours.TIF 
What do you want to call these images within CellProfiler?                       Neighbours 
Type the text that one type of image has in common (for TEXT options), or their position in each group:                          Foxp3red.TIF 
What do you want to call these images within CellProfiler?                             Foxp3red 
If using ORDER, how many images are there in each group (i.e. each field of view)?                 3 
What type of files are you loading?                individual images 
Analyze all subfolders within the selected folder?                         No 
Enter the path name to the folder where the images to be loaded are located. Type period (.) for default image folder.                   . 
Note - If the movies contain more than just one image type (e.g., brightfield, fluorescent, field-of-view), 
add the GroupMovieFrames module.                  n/a 
 
Module 2 ColorToGray 
What did you call the image to be converted to Gray?                     ContactsDP 
How do you want to convert the color image?                                Combine 
COMBINE options:                           n/a 
What do you want to call the resulting grayscale image?                   ContactsDPgrey 
Enter the adjustment factor for the red/green/blue image                    1/1/1 
 
Module 3 ColorToGray 
What did you call the image to be converted to Gray?                            Doubleyellow 
How do you want to convert the color image?                                Combine 
COMBINE options:                                       n/a 
What do you want to call the resulting grayscale image?                       Doublegrey 
Enter the adjustment factor for the red/green/blue image                    1/1/1 
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Module 4 ColorToGray 
What did you call the image to be converted to Gray?                       Neighbours 
How do you want to convert the color image?                                Combine 
COMBINE options:                           n/a 
What do you want to call the resulting grayscale image?                   Neighboursgrey 
Enter the adjustment factor for the red/green/blue image                    1/1/1 
 
Module 5 ColorToGray 
What did you call the image to be converted to Gray?                             Foxp3red 
How do you want to convert the color image?                                Combine 
COMBINE options:                          n/a 
What do you want to call the resulting grayscale image?                          Foxp3grey 
Enter the adjustment factor for the red/green/blue image                    1/1/1 
 
Module 6 ApplyThreshold 
What did you call the image to be thresholded?                    ContactsDPgrey 
What do you want to call the thresholded image?                           ThreshContactsDP 
Pixels below this value (Range = 0-1) will be set to zero (0 will not threshold any pixels)                    0 
If your answer was not 0, do you want to shift the remaining pixels' intensities down by that intensity or retain their original values?    Retain 
Pixels above this value (Range = 0-1) will be set to zero (1 will not threshold any pixels)                    1 
If your answer was not 1, you can expand the thresholding around those excluded bright pixels by entering the number of pixels 
to expand here:                                  0 
Binary option: Enter the threshold to use to make the incoming image binary (black and white) where pixels equal to or below  
this value will be zero and above this value will be 1. If  instead  you  want  to use the settings above to preserve grayscale information, 
enter 0 here.                        0.01 
 
Module 7 ApplyThreshold 
What did you call the image to be thresholded?                        Doublegrey 
What do you want to call the thresholded image?                          ThreshDouble 
Pixels below this value (Range = 0-1) will be set to zero (0 will not threshold any pixels)                    0 
If your answer was not 0, do you want to shift the remaining pixels' intensities down by that intensity or retain their original values?    Retain 
Pixels above this value (Range = 0-1) will be set to zero (1 will not threshold any pixels)                    1 
If your answer was not 1, you can expand the thresholding around those excluded bright pixels by entering the number of pixels 
to expand here:                                  0 
Binary option: Enter the threshold to use to make the incoming image binary (black and white) where pixels equal to or below  
this value will be zero and above this value will be 1. If  instead  you  want  to use the settings above to preserve grayscale information, 
enter 0 here.                        0.01 
 
Module 8 ApplyThreshold 
What did you call the image to be thresholded?                    Neighboursgrey 
What do you want to call the thresholded image?            ThreshNeighbours 
Pixels below this value (Range = 0-1) will be set to zero (0 will not threshold any pixels)                    0 
If your answer was not 0, do you want to shift the remaining pixels' intensities down by that intensity or retain their original values?    Retain 
Pixels above this value (Range = 0-1) will be set to zero (1 will not threshold any pixels)                    1 
If your answer was not 1, you can expand the thresholding around those excluded bright pixels by entering the number of pixels 
to expand here:                                  0 
Binary option: Enter the threshold to use to make the incoming image binary (black and white) where pixels equal to or below  
this value will be zero and above this value will be 1. If  instead  you  want  to use the settings above to preserve grayscale information, 
enter 0 here.                        0.01 
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Module 9 ApplyThreshold 
What did you call the image to be thresholded?                           Foxp3grey 
What do you want to call the thresholded image?                              ThreshFoxp3 
Pixels below this value (Range = 0-1) will be set to zero (0 will not threshold any pixels)                    0 
If your answer was not 0, do you want to shift the remaining pixels' intensities down by that intensity or retain their original values?    Retain 
Pixels above this value (Range = 0-1) will be set to zero (1 will not threshold any pixels)                    1 
If your answer was not 1, you can expand the thresholding around those excluded bright pixels by entering the number of pixels 
to expand here:                                  0 
Binary option: Enter the threshold to use to make the incoming image binary (black and white) where pixels equal to or below  
this value will be zero and above this value will be 1. If  instead  you  want  to use the settings above to preserve grayscale information, 
enter 0 here.                        0.01 
 
Module 10 Subtract 
Subtract this image:                            ThreshDouble 
From this image:                              ThreshContactsDP 
What do you want to call the resulting image?                          Contactswhite 
Enter the factor to multiply the first image by before subtracting:                             1 
Enter the factor to multiply the second image by before subtracting:                             1 
Do you want negative values in the image to be set to zero?                      Yes 
 
Module 11 Subtract 
Subtract this image:                                ThreshFoxp3 
From this image:               ThreshNeighbours 
What do you want to call the resulting image?                                NeighMatrix 
Enter the factor to multiply the first image by before subtracting:                             1 
Enter the factor to multiply the second image by before subtracting:                             1 
Do you want negative values in the image to be set to zero?                      Yes 
 
Module 12 GrayToColor 
What did you call the image to be colored red?                          Contactswhite 
What did you call the image to be colored green?                          Contactswhite 
What did you call the image to be colored blue?                    Leave this black 
What do you want to call the resulting image?                      Contactsorange 
Enter the adjustment factor for the red/green/blue image                 1/0.5/0 
 
Module 13 GrayToColor 
What did you call the image to be colored red?                              ThreshFoxp3 
What did you call the image to be colored green?                    Leave this black 
What did you call the image to be colored blue?                                NeighMatrix 
What do you want to call the resulting image?                    Neighboursfinal 
Enter the adjustment factor for the red/green/blue image                    1/1/1 
 
Module 14 SaveImages 
What did you call the images you want to save? If you would like to save an entire figure, enter the module number here:      Contactsorange 
Which images'' original filenames do you want use as a base for these new images'' filenames? Your choice MUST be 
images loaded directly with a Load module. 
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Alternately, type N to use sequential numbers for the file names, or type =DesiredFilename to use the single file name 
you specify (replace DesiredFilename with the name you actually want) for all files (this  is  *required*  when  saving  an  
avi movie).                      =Contactsorange 
Enter text to append to the image name, type N to use sequential numbers, or leave "" to not append anything.                \n      
In what file format do you want to save images (figures must be saved as fig, which is only openable in Matlab)?                tif 
Enter the pathname to the directory where you want to save the images. Type period (.) for default output directory or 
ampersand (&) for the directory of the original image.                        . 
Enter the bit depth at which to save the images (Note: some image formats do not support saving at a bit depth of 12 or 16; 
see Matlab''s imwrite function for more details.)                        8 
Do you want to always check whether you will be overwriting a file when saving images?                Yes 
At what point in the pipeline do you want to save the image? When saving in avi (movie) format, choose Every cycle.                 Every cycle 
If you are saving in avi (movie) format, do you want to save the movie only after the last cycle is processed (enter ''L''), 
or after every Nth cycle (1,2,3...)? Saving movies is time-consuming. See the help for this module for more details.                 L 
Do you want to rescale the images to use a full 8 bit (256 graylevel) dynamic range (Y or N)? 
Use the RescaleIntensity module for other rescaling options.                    No 
For grayscale images, specify the colormap to use (see help). This is critical for movie (avi) files. 
Choosing anything other than gray may degrade image quality or result in image stretching.               gray 
Enter any optional parameters here (''Quality'',1 or ''Quality'',100 etc.) or leave / for no optional parameters.                    / 
Update file names within CellProfiler? See help for details.                        No 
Warning! It is possible to overwrite existing files using this module!                    n/a 
 
Module 15 SaveImages 
What did you call the images you want to save? If you would like to save an entire figure, enter the module number here:     Neighboursfinal 
Which images'' original filenames do you want use as a base for these new images'' filenames? Your choice MUST be 
images loaded directly with a Load module. Alternately, type N to use sequential numbers for the file names, or type 
=DesiredFilename to use the single file name you specify (replace DesiredFilename with the name you actually want) for 
all files (this is *required* when saving an avi movie).               =Neighboursfinal 
Enter text to append to the image name, type N to use sequential numbers, or leave "" to not append anything.                \n      
In what file format do you want to save images (figures must be saved as fig, which is only openable in Matlab)?                tif 
Enter the pathname to the directory where you want to save the images. Type period (.) for default output directory or 
ampersand (&) for the directory of the original image.                        . 
Enter the bit depth at which to save the images (Note: some image formats do not support saving at a bit depth of 12 or 16; 
see Matlab''s imwrite function for more details.)                        8 
Do you want to always check whether you will be overwriting a file when saving images?                Yes 
At what point in the pipeline do you want to save the image? When saving in avi (movie) format, choose Every cycle.                 Every cycle 
If you are saving in avi (movie) format, do you want to save the movie only after the last cycle is processed (enter ''L''), 
or after every Nth cycle (1,2,3...)? Saving movies is time-consuming. See the help for this module for more details.                 L 
Do you want to rescale the images to use a full 8 bit (256 graylevel) dynamic range (Y or N)? 
Use the RescaleIntensity module for other rescaling options.                    No 
For grayscale images, specify the colormap to use (see help). This is critical for movie (avi) files. 
Choosing anything other than gray may degrade image quality or result in image stretching.               gray 
Enter any optional parameters here (''Quality'',1 or ''Quality'',100 etc.) or leave / for no optional parameters.                    / 
Update file names within CellProfiler? See help for details.                        No 
Warning! It is possible to overwrite existing files using this module!                    n/a
Unpublizierte Experimente 
 39 
5 Unpublizierte Experimente 
Die Rolle von Interleukin-2 für die Akkumulation von 
Foxp3+ Treg-Zellen an Ki-67+ proliferierenden Effektorzellen im Darm 
5.1 Einleitung 
Regulatorische T-Zellen sind essentiell für die Kontrolle von intestinalen Entzündungs-
geschehen. Im Mausmodell limitieren Treg-Zellen wenige Wochen nach Transfer eine T-Zell-
induzierte Kolitis und können diese bei initialem Kotransfer mit pathogenen T-Zellen 
verhindern.2, 3 Innerhalb von 10 Wochen verringern Treg-Zellen das entzündliche Lamina-
propria-Infiltrat und die Zahl der pathogenen CD4+ T-Zellen, antigenpräsentierenden Zellen 
und Granulozyten. Regulatorische T-Zellen finden sich dabei nicht nur in den sekundär 
lymphatischen Organen, sondern auch in der entzündeten Lamina propria. Treg-Zellen gelingt 
selbst die Kontrolle einer Kolitis in splenektomierten, Lymphotoxin-α defizienten Mäusen, 
welche keine mesenterialen Lymphknoten und Peyer-Plaques im Darm besitzen.76 Dabei 
akkumulieren regulatorische T-Zellen nach Kotransfer mit pathogenen T-Zellen in der 
Lamina propria und verhindern dort eine intestinale Entzündung. 
Im T-Zell-Transfermodell der Kolitis werden in der entzündeten Lamina propria Zellkluster 
aus Treg-Zellen, CD4+ T-Effektorzellen und antigenpräsentierenden Zellen beobachtet.2       
In vitro zeigen diese Zelltypen ein ähnliches Verhalten. Regulatorische T-Zellen formieren 
sich dabei antigenabhängig um dendritische Zellen, schirmen dabei T-Effektorzellen ab und 
verhindern deren Aktivierung.77 Untersuchungen in vivo haben gezeigt, dass Treg-Zellen die 
Zellinteraktionen zwischen dendritischen Zellen und T-Effektorzellen destabilisieren.78, 79 
Regulatorische T-Zellen können durch die Expression von IL-2Rα (CD25) Interleukin-2 aus 
der Umgebung dieser Zellformation entziehen und dadurch die Aktivierung der rekrutierten 
T-Zellen verhindern.58 
Proliferierende Zellen exprimieren das Ki-67 Antigen. Ki-67 ist ein Protein, welches in allen 
aktiven Phasen des Zellzyklus (G1, S, G2, M) exprimiert wird, aber in der Ruhephase (G0) 
fehlt.80 Ki-67+ proliferierende T-Zellen befinden sich in der Frühphase einer T-Zellantwort. 
Nach Antigen- und Kostimulation ihres T-Zell-Rezeptors folgt in komplexen Signalkaskaden 
die Expression von IL-2Rα (CD25) und die Formierung des hochaffinen IL-2 Rezeptors an 
der Oberfläche. 
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Nach initialer Aufnahme von extrazellulärem IL-2 folgt die autokrine Eigenstimulation und 
Etablierung einer positiven IL-2/IL-2R-Feedbackschleife.54 Die T-Zellaktivierung und 
anschließende IL-2Rα Expression gelingt in vitro81 und in vivo (IL-2 Defizienz) auch ohne 
Interleukin-2. Die aktivierten T-Zellen treten in den Zellzyklus ein, um anschließend in 
zytokinproduzierende Effektorzellen und Memory-Vorläuferzellen zu differenzieren. Für das 
Überleben von aktivierten T-Zellen, die T-Zelldifferenzierung und Bildung von Memory-
zellen sind Interleukin-2 und andere Zytokine erforderlich.82 
In Vorexperimenten zu dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit chronisch 
entzündlichen Darmerkrankungen Foxp3+ regulatorische T-Zellen in der entzündeten Lamina 
propria mucosae des Darmes akkumulieren.3 Als Folge der Entzündungsreaktion wandern 
diese Zellen in den Darm ein und/oder proliferieren am Ort der Entzündung. Etwa 5-10% der 
Foxp3+ regulatorischen T-Zellen exprimieren Ki-67 und befinden sich im Zellzyklus. 
Innerhalb der entzündeten Lamina propria können häufig Zell-Zellkontakte zwischen Foxp3+ 
regulatorischen T-Zellen und Ki-67+ proliferierenden Effektorzellen beobachtet werden. 
In dieser Promotionsarbeit wurden die Zellinteraktionen zwischen Foxp3+ regulatorischen    
T-Zellen und Ki-67+ proliferierenden Effektorzellen im Mausmodell charakterisiert. 
Lymphatische Gewebe von Wildtyp-Mäusen wurden auf das Vorkommen von Treg-Effektor- 
Zellinteraktionen untersucht und diese mit Hilfe des Kontaktmodells (Publikation) evaluiert. 
In Übereinstimmung mit den humanen Daten akkumulieren Foxp3+ regulatorische T-Zellen 
an proliferierenden Effektorzellen in der Akutphase einer T-Zell-induzierten Kolitis. 
Interessanterweise finden sich diese Zellinteraktionen auch im Kolon gesunder Mäuse. 
Weiterführende Untersuchungen haben gezeigt, dass Zytokine für diese Treg-Effektor-
Zellinteraktionen von Bedeutung sein können. Die Zellakkumulationen von Treg-Zellen an 
proliferierenden Zellen werden durch Interleukin-2 beeinflusst. Lokal sezerniertes IL-2 
könnte als Sensor für Entzündungsprozesse chemotaktisch auf Foxp3+CD25+ regulatorische 
T-Zellen wirken. Weitere molekulargenetische Untersuchungen beschreiben die IL-2 mRNA 
Expression im Darm. Diese Experimente zeigen, dass die IL-2 Expression im Gesamtkolon 
im Vergleich zu anderen lymphatischen Organen eher gering, dafür aber in den 
darmassoziierten Lymphfollikeln des Kolons um ein Vielfaches gesteigert ist. Durch Laser-
Mikrodissektion und qPCR finden sich Hinweise, dass Ki-67+ proliferierende Zellen 
potentielle Interleukin-2 Produzenten sind. Die Akkumulation von regulatorischen T-Zellen 
an proliferierenden Zellen könnte zur lokalen Versorgung mit IL-2 dienen (local fueling) und 
regulierend auf Effektorzellen in der Umgebung wirken (Zytokindeprivation). 
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5.2  Material und Methoden 
5.2.1 Mausgewebe 
Für die Immunfluoreszenzfärbungen wurden Mausgewebe der Stämme BALB/cJ, C57Bl/6J, 
C57Bl/6 IL-2 KO, C57Bl/6 × 129/Ola IL-2 KO und C57Bl/6 IL-10 KO verwendet. Die Tiere 
wurden vom Institut für Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin der Universität 
Leipzig (BALB/cJ, C57Bl/6J), dem Fraunhofer Institut für Zelltherapie und Immunologie 
Leipzig (BALB/cJ, C57Bl/6J), dem Max-Planck-Institut für Evolutionäre Anthrologie Leipzig 
(C57Bl/6J), dem Institut für Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universität 
Tübingen (C57Bl/6 × 129/Ola IL-2 KO) und der Sir William Dunn School of Pathology der 
Universität Oxford (C57Bl/6 IL-2 KO, C57Bl/6 IL-10 KO) zur Verfügung gestellt.  
Für die Genexpressionsanalyse wurden weitere C57Bl/6 Mausgewebe (n=11) verwendet. Die 
Tiere wurden vom Institut für Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin der 
Universität Leipzig (n=4) und vom Max-Planck-Institut für Evolutionäre Anthrologie Leipzig 
(n=7) zur Verfügung gestellt. Alle Mäuse wurden unter SPF-Bedingungen gehalten und 
waren älter als 6 Wochen. Die Gewebeentnahme erfolgte leitliniengerecht. 
5.2.2 Immunfluoreszenzfärbung 
Für die Immunfluoreszenzfärbungen wurden oben genannte Mausgewebe verwendet. Das 
Gewebe wurde in Cryomolds mit Tissue-Tek (Sakura, Japan) eingebettet, in einem 
Isopentan/Trockeneis-Bad fixiert, mittels Kryotom (Cryo-Star HM 560 M, MICROM, 
Deutschland) bei -18°C auf 6 µm Dicke geschnitten und auf Objektträger (SuperFrost Plus, 
Menzel, Deutschland) transferiert. Die Präparate wurden für mindestens zwölf Stunden 
luftgetrocknet und bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert. Die Immunfluoreszenzfärbung 
erfolgte bei Raumtemperatur. Tris-gepufferte Salzlösung (TBS Puffer, 0.05M Tris Base,  
0.9% NaCl) diente als Wasch- (pH 7,5) und Verdünnungsmedium (pH 7,2). Zur Fixierung 
wurden die Gewebeschnitte in 4%iger Paraformaldehyd-Lösung für 5 Minuten inkubiert. Die 
Blockade der endogenen Peroxidaseaktivität erfolgte mit 3%iger Wasserstoffperoxid- und 
10%iger Natriumazid-Lösung für je 20 Minuten. Nach Inkubation mit 5%igem Mausserum 
zur Blockade unspezifischer Antikörperbindungen wurden die Präparate mit einem 1:50 
verdünntem FITC-konjugierten Maus Anti-Human/Maus Ki-67 Antikörper (Klon B56, BD 
Biosciences, USA) für 30 Minuten inkubiert. Nach dem Waschen in TBS Puffer erfolgte die 
30-minütige Inkubation mit Peroxidase-konjugiertem Maus Anti-FITC IgG Antikörper 
(Jackson ImmunoResearch, USA). 
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Der Antigen-Antikörper-Komplex wurde durch eine 15-minütige Inkubation mit Fluoreszein-
konjugiertem Tyramid (PerkinElmer, USA) detektiert. Nach Blockade der Peroxidaseaktivität 
mit einer 3%igen Wasserstoffperoxid- und 10%igen Natriumazid-Lösung für 60 Minuten und 
Inkubation mit 5%igem Eselserum erfolgte die Inkubation mit einem 1:50 verdünnten 
monoklonalen Ratte Anti-Maus Foxp3 Antikörper (Klon FJK-16s, eBioscience, USA) für    
30 Minuten. Nach dem Waschen in TBS Puffer wurden die Gewebeschnitte 30 Minuten mit 
einem Peroxidase-konjugiertem Esel Anti-Ratte IgG Antikörper (Jackson ImmunoResearch, 
USA) inkubiert, gefolgt von einer 15-minütigen Inkubation mit Cy3-konjugiertem Tyramid 
(PerkinElmer, USA). Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI (Sigma Aldrich, Deutschland). 
Kontrollfärbungen erfolgten ohne den Primärantikörper oder mit Isotypenkontrollen. 
Die Immunfluoreszenzmikroskopie und -fotografie (Keyence BZ-8000, Japan) wurde mit 
folgenden Filtern durchgeführt: DAPI (460/50), FITC (535/50) und Cy3 (630/60). Der erste 
Wert markiert dabei das Emissionsmaximum, der zweite Wert die Halbwertsbreite. Die 
Aufnahmen erfolgten ohne Ölimmersion mit einem Plan Apo Objektiv (20x/0,75) bei       
200-facher Vergrößerung. 
5.2.3 Laser-Mikrodissektion 
Das Gewebe wurde in Cryomolds mit Tissue-Tek (Sakura, Japan) eingebettet, in einem 
Isopentan/Trockeneis-Bad fixiert, mittels Kryotom (Cryo-Star HM 560 M, MICROM, 
Deutschland) bei -18°C auf 6 µm Dicke geschnitten, auf Nuklease-freie Membranobjektträger 
(Carl Zeiss, Deutschland) transferiert und für 3 Minuten im Kryotom bei -20°C getrocknet. 
Nach einer 3-minütigen Fixierung in 70% Ethanollösung bei -20°C erfolgte eine Kernfärbung 
mit Hämatoxylin oder eine immunhistochemische Färbung gegen Ki-67. Die Färbungen 
erfolgten bei Raumtemperatur mit gekühlten Wasch- und Färbelösungen. 
Hämatoxylin 
Für die Analyse der Genexpression in den Lymphfollikeln und in der Lamina propria wurden 
die Präparate mit Hämatoxylin gefärbt. Unmittelbar nach der Fixierung wurden die Gewebe-
schnitte für 1 Minute in Hämatoxylin-Lösung (Carl Roth, Deutschland) und anschließend für 
1 Minute in TBS Puffer inkubiert. 
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Immunhistochemie (Ki-67 Schnellfärbung) 
Um die RNA Degradation zu minimieren, wurden die Färbungen innerhalb von 15 Minuten 
durchgeführt. Auf die Blockade von unspezifischen Antikörperbindungen und endogenen 
Peroxidasen wurde verzichtet. Für die Einzelzellanalysen wurden die Gewebeschnitte gegen 
das Ki-67 Antigen gefärbt. Die Präparate wurden mit einem 1:20 verdünnten FITC-
konjugierten Maus Anti-Human/Maus Ki-67 Antikörper (Klon B56, BD Biosciences, USA) 
für 3 Minuten inkubiert. Nach kurzem Spülen mit TBS Puffer folgte eine 3-minütige 
Inkubation mit 1:20 verdünntem Peroxidase-konjugiertem Maus Anti-FITC IgG Antikörper 
(Jackson ImmunoResearch, USA). Nach kurzem Spülen mit TBS Puffer folgte dann eine      
2-minütige Inkubation mit chromogener DAB-Lösung (Dako, Deutschland). 
 
Die Hämatoxylin- und Ki-67-gefärbten Gewebeschnitte wurden anschließend in einer 
verkürzten aufsteigenden Alkoholreihe (70% und 100% Ethanol, jeweils 1 Minute bei 4°C) 
dehydriert und bis zum Gebrauch kühl gelagert. 
 
Die Laser-Mikrodissektion (Laser Microdissection and Pressure Catapulting, LMPC) wurde 
unmittelbar nach der Färbung am Institut für Pathologie der Universität Leipzig durchgeführt. 
Die LMPC-Technik (P.A.L.M. Mikrolaser, Deutschland) wurde für die Dissektion von 
Lymphfollikel-, Lamina propria-Arealen und Ki-67+ Zellen aus den T-Zell-Zonen darm-
assoziierter Lymphfollikel eingesetzt. Die dissektierten Gewebestücke bzw. Einzelzellen 
wurden in Auffanggefäße (Adhesive Caps, P.A.L.M. Mikrolaser, Deutschland) katapultiert 
und anschließend in RLT Plus Puffer (Qiagen, Japan) lysiert. 
5.2.4 RNA Isolation, Reverse Transkription, quantitative Real-Time PCR 
Für die Extraktion der RNA aus den Organlysaten wurde das RNeasy Mini Kit und für die 
Laser-dissektierten Proben das RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, Japan) verwendet. Die RNA 
Isolation erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers. 
Die Reverse Transkription wurde mit M-MLV Reverse Transkriptase (Roche, Deutschland) 
und p(dN)6-Primern (Invitrogen, USA) durchgeführt. 800 ng gereinigte RNA wurden für die 
cDNA Synthese eingesetzt. Die cDNA-Synthese aus den Laser-dissektierten Proben erfolgte 
ohne Messung der RNA Konzentration mit restlosem Einsatz der RNA-Lösung. 
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Die quantitative Real-Time PCR wurde mit einem 7500 Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems, USA) durchgeführt. QPCR MasterMix Plus Low ROX (Eurogentec, Belgien) 
wurde in Kombination mit folgenden Primern (FW: forward, RV: reverse) und TaqMan 
Sonden (Probe) verwendet: IL-2 FW, 5’-CCTGAGCAGGATGGAGAATTACA-3’, IL-2 RV, 
5’-TCCAGAACATGCCGCAG AG-3’, IL-2 Probe, FAM-CCCAAGCAGGCCACAGAATT 
GAAAG-TAMRA, β-Aktin FW, 5'-GCTCTGGCTCCTAGCACCAT-3', β-Aktin RV, 5'-GCC 
ACCGATCCACACCGCGT-3', β-Aktin Probe, FAM-TCAAGATCATTGCTCCTCCTGAG 
CGC-TAMRA. Die Primer binden an Intron-Exon-Übergängen und verhindern damit die 
Amplifikation von genomischer DNA. Als weiteres Housekeeping-Gen wurde 18S rRNA 
bestimmt. Für die qPCR wurde ein 18S rRNA Primer/Probe-Set (Applied Biosystems, USA) 
verwendet. Zur Validierung der IL-2 Messung wurden eine weitere Sonde (Sakaguchi et al. 
JEM 2005) und ein Gene Expression Assay (Applied Biosystems, USA) mit gleichem 
Ergebnis eingesetzt. Die quantitative Real-Time PCR wurde mit folgenden Parametern 
durchgeführt: 10 Minuten bei 95°C, gefolgt von 40 (Organe) bzw. 60 (LMPC) Zyklen mit je 
15 Sekunden bei 95°C und 1 Minute bei 60°C. 
Durch Gelelektrophorese wurde die korrekte Größe der Amplikons kontrolliert. Die 
Normalisierung der IL-2 mRNA Expression erfolgte unter Verwendung der ΔCt-Methode 
gegen 18S rRNA. 
5.2.5 Sequenzierung 
Zur Validierung der IL-2 PCR wurde das 141 bp lange Amplikon sequenziert. Dazu wurde 
das PCR Produkt aus dem 2% Agarose-Gel präpariert und mit einem QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen, Japan) aufgereinigt. Die Amplifikation von 94 ng Template, 1 µM 
FW Primer und 4 µl Big Dye Mix wurde wie folgt durchgeführt: 10 Sekunden bei 96°C, 
gefolgt von 25 Zyklen mit je 5 Sekunden bei 60°C (TaqMan Primer) und 4 Minuten bei 60°C. 
Danach erfolgte die Fällung mit 2 M Natriumazetat (pH 4.6) und die Aufreinigung mit 
Ethanol. Die Sequenzierung erfolgte in 5'-3' Richtung mit dem ABI PRISM 310 Capillary 
DNA Sequenzer (Applied Biosystems, USA) nach den Vorgaben des Herstellers. 
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5.3 Ergebnisse 
Akkumulation von regulatorischen T-Zellen an proliferierenden Effektorzellen während 
der Remission einer Kolitis 
Initial wurden Daten des T-Zell-Transfermodells der Kolitis (Mottet et al. J Immunol 2003) 
reanalysiert.2 SCID und Rag-1 defizienten Mäusen wurden pathogene CD4+CD45RBhigh      
T-Zellen injiziert. Nach Entwicklung der Kolitis (3-6 Wochen) wurden CD25+ regulatorische 
T-Zellen transferiert. In der Remissionsphase akkumulieren regulatorische T-Zellen an Ki-67+ 
proliferierenden Zellen innerhalb der entzündeten Lamina propria (Abb. 2 A). Im Vergleich 
zu den pathogenen CD45RBhigh T-Zellen akkumulieren CD25+ regulatorische T-Zellen 
tendenziell stärker an Ki-67+ proliferierenden Zellen. Dieser Trend ist 10 Wochen nach Treg-
Zelltransfer und Remission der intestinalen Entzündung deutlich gemindert (Abb. 2 B). Die 
Daten zeigen, dass Zellinteraktionen zwischen regulatorischen T-Zellen und proliferierenden 
Zellen im entzündeten Gewebe auftreten und dass Treg-Zellen im Vergleich zu pathogenen  
T-Zellen stärker zu proliferierenden Effektorzellen migrieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2. Akkumulation von CD25+ regulatorischen T-Zellen an Ki-67+ proliferierenden Effektorzellen 
während der Remission einer Kolitis. A, Zell-Zellkontakt zwischen Treg-Zelle (CD45.1, CD25+ Population) und 
Ki-67+ proliferierender T-Zelle. B, In der Entzündungsphase (Woche 2) akkumulieren CD25+ regulatorische     
T-Zellen tendenziell stärker an proliferierenden Zellen als pathogene CD45RBhigh T-Zellen, Wilcoxon-Test für 
Paardifferenzen, alle p=0.125. Aufnahme in 200-facher Vergrößerung. Experimenteller Ansatz publiziert durch 
Mottet et al. im Journal of Immunology, 2003. Reanalyse durch Norman Händel. 
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Akkumulation von regulatorischen T-Zellen an proliferierenden T-Effektorzellen im Kolon 
von gesunden Wildtyp-Mäusen 
Gesunde Wildtyp-Mäuse der Stämme C57Bl/6J und BALB/cJ wurden hinsichtlich der 
Verteilung von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen und Ki-67+ proliferierenden Zellen in 
lymphatischen Geweben untersucht. Dabei wurden in Gewebeschnitten von mesenterialen 
Lymphknoten (MLN), Zökum, Milz, Ileum, Kolon und Thymus die Häufigkeiten von Foxp3+ 
und Ki-67+ Zellen, die Zelldichte und die Häufigkeit von Treg-Ki-67-Zellkontakten bestimmt. 
Es zeigte sich, dass in den organspezifischen T-Zellarealen etwa 2-7% der Zellen Foxp3+ 
regulatorische T-Zellen sind. Zirka 3-6% der untersuchten Zellen proliferieren und 
exprimieren Ki-67. Insgesamt stehen etwa 10-26% der Foxp3+ regulatorischen T-Zellen mit 
proliferierenden Zellen in direktem Zell-Zellkontakt. Die experimentell gemessenen Treg-  
Ki-67-Zellkontaktraten in mesenterialen Lymphknoten, Milz, Ileum und Zökum liegen der 
modelltheoretischen Vorhersage folgend im zufälligen Bereich (Abb. 3 A). Im Thymusmark 
und den lymphatischen Strukturen des Kolons beider Mausstämme sind die Zellkontaktraten 
verglichen mit den modelltheoretischen Vorhersagewerten signifikant erhöht (Abb. 3 A, B). 
Akkumulationen von Treg-Zellen an proliferierenden Zellen treten also nicht nur unter 
entzündlichen Bedingungen, sondern auch im nichtentzündeten Kolon auf. Nicht jede Maus 
zeigt eine Treg-Ki-67-Zellakkumulation in diesen Organen. Im Thymus sind die Ergebnisse 
sicher reproduzierbar (C57Bl/6: 6/6, 1903 Foxp3+, Kontakte: 26.4 ± 2% versus 15.3%; 
BALB/c: 5/8, 2096 Foxp3+, Kontakte: 21.5 ± 1.8% versus 16.7%). Nur etwa 50% der Mäuse 
zeigen im Kolon eine Treg-Ki-67-Zellakkumulation (C57Bl/6: 4/8, 964 Foxp3+, Kontakte: 
19.8 ± 2.5% versus 12.6%; BALB/c: 3/8, 2544 Foxp3+, Kontakte: 16.7 ± 1.5% versus 11.3%). 
In den anderen lymphatischen Organen (MLN, Milz, Ileum, Zökum) sind in keiner einzigen 
Maus überzufällige Treg-Ki-67-Zellakkumulationen zu finden.  
Zur Identifizierung des am Zellkontakt beteiligten Zelltyps wurden Kolongewebe (n=3) auf 
CD4, Foxp3 und Ki-67 gefärbt (Abb. 3 C). Es zeigte sich, dass 83.9% der proliferierenden 
Zellen in Kontakt mit Treg-Zellen CD4 exprimieren und damit wahrscheinlich proliferierende         
T-Effektorzellen sind. 
Diese Experimente zeigen, dass regulatorische T-Zellen in den lymphatischen Strukturen des 
Kolons an proliferierenden T-Effektorzellen akkumulieren. Für andere Darmabschnitte oder 
peripher-lymphatische Organe wird dieses Phänomen nicht beobachtet. 
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Treg-Effektor-Zellinteraktionen im Kolon sind abhängig von Interleukin-2 
Um den Einfluss von Interleukin-2 auf die Treg-Ki-67-Zellinteraktion zu untersuchen, wurden 
Kolon- und Thymusgewebe von Mäusen mit IL-2 Defizienz (C57Bl/6 IL-2 KO, n=3;      
C57Bl/6 × 129/Ola IL-2 KO, n=3) analysiert. 
Interleukin-2 defiziente Mäuse entwickeln innerhalb der ersten 8 Lebenswochen eine Kolitis. 
Histomorphologisch zeigen sich im Vergleich zur Wildtypkontrolle deutliche, lymphozytäre 
Infiltrationen bis tief in die Lamina muscularis mucosae und ein Verlust von Becherzellen 
(Abb. 3 D). Gegenüber den Wildtypkontrollen ist der Anteil an Foxp3+ regulatorischen        
T-Zellen trotz hoher entzündlich-proliferativer Aktivität nahezu halbiert (WT: 2.36%,         
IL-2 KO: 1.15-1.31%). Diese Daten stimmen mit denen vorangegangener Publikationen 
überein, in denen gezeigt wurde, dass IL-2 Defizienz oder IL-2 Neutralisation die Zahl 
Foxp3+ Zellen um 50% reduziert und Autoimmunphänomene auslöst.34, 48, 83 
Die Akkumulation von Treg-Zellen an Ki-67+ proliferierenden Zellen konnte bei IL-2 
defizienten Mäusen in keinem einzigen Kolon (C57Bl/6 IL-2 KO: 0/3, 378 Foxp3+, Kontakte:              
29.6 ± 4.6% versus 27.9%; C57Bl/6 × 129/Ola IL-2 KO: 0/3, 735 Foxp3+, Kontakte:          
19.2 ± 2.9% versus 16.6%) nachgewiesen werden (Abb. 3 A). 
Für die Akkumulation von Treg-Zellen an proliferierenden Zellen könnte auch das Treg-
sezernierte Interleukin-10 von Bedeutung sein. Kolongewebe von IL-10 defizienten Mäusen 
(C57Bl/6 IL-10 KO, n=5) ohne signifikante Kolitis (Abb. 3 D) wurde analysiert. Der Anteil 
von Foxp3+ und Ki-67+ Zellen ist gegenüber den Wildtypkontrollen nicht signifikant 
verändert. Die Häufigkeit der Treg-Ki-67-Zellkontakte in den lymphatischen Strukturen des 
Kolons ist auch bei Interleukin-10 Defizienz signifikant erhöht (C57Bl/6 IL-10 KO: 3/5, 1122 
Foxp3+, Kontakte: 17.4 ± 2.2% versus 9.5%). 
Diese Experimente verdeutlichen, dass Zellinteraktionen zwischen regulatorischen T-Zellen 
und proliferierenden T-Effektorzellen durch Zytokine beeinflusst werden. Interleukin-2 
scheint für Treg-Effektor-Zellkontakte in vivo eine wichtige Rolle zu spielen. 
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Abbildung 3. Zell-Zellinteraktionen zwischen regulatorischen T-Zellen und proliferierenden Zellen sind 
abhängig von Interleukin-2. A, Verteilung von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen und Ki-67+ proliferierenden 
Zellen im lymphatischen Gewebe von Wildtyp-,  IL-2 und IL-10 Knockout Mäusen. Die zufällige Treg-Ki-67-
Kontaktrate wurde mit Hilfe des Kontaktmodells bestimmt. Experimentell gemessene Daten (Mittelwert ± 95% 
KI) im Vergleich zur modelltheoretischen Vorhersage (graue Symbole). Die Konfidenzintervalle wurden mit der 
Wald-Gleichung berechnet. In den lymphatischen Strukturen des Kolons und im Thymusmark von Wildtyp-
Mäusen übersteigt die experimentell gemessene Häufigkeit von Treg-Ki-67-Zellinteraktionen den modell-
theoretischen Vorhersagewert. Bei IL-2 Defizienz verliert sich diese Zellakkumulation in beiden Organen. Ein 
IL-10 Knockout zeigt hingegen keinen Einfluss auf die Treg-Ki-67-Zellakkumulation. B, Expression von Foxp3 
und Ki-67 im lymphatischen Gewebe des Mauskolons. Foxp3+ regulatorische T-Zellen befinden sich in direktem 
Zellkontakt mit Ki-67+ proliferierenden Zellen. Aufnahme in 200-facher Vergrößerung. C, CD4-Status von     
Ki-67+ Zellen in Treg-Zellkontakt. 84% der Ki-67+ Kontaktzellen im Kolon sind CD4 positiv. Daten von 3 
Mäusen, Foxp3 (rot), Ki-67 (grün), CD4 (blau). D, H&E Färbung von Wildtyp-, IL-2- KO und IL-10 KO Kolon. 
IL-2 KO Kolon mit lymphozytärem Infiltrat, Aufhebung der normalen Darmarchitektur und Becherzellverlust.
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Gesteigerte IL-2 mRNA Expression in den lymphatischen Strukturen des Kolons und        
in den Ki-67+ proliferierenden Zellen 
Die IL-2 mRNA Expression wurde zunächst in jeweils 12 Organproben von C57Bl/6 Mäusen 
(n=11) quantifiziert (Abb. 4 A). In den mesenterialen Lymphknoten (MLN) und Milz ist die 
IL-2 mRNA Expression erwartungsgemäß am höchsten. In den mesenterialen Lymphknoten 
wird gegenüber der Milz dreimal mehr IL-2 exprimiert. Andere lymphatische Organe wie 
Thymus (28%), Zökum (22%), Ileum (21%) und Kolon (12%) exprimieren verglichen mit der 
Milz nur wenig Interleukin-2. Lunge (27%) und Niere (15%) bilden vergleichsweise hohe   
Mengen an IL-2. In Leber (5%), Herz (6%)- und Skelettmuskulatur (3%) und im Gehirn (1%) 
ist die IL-2 Expression äußerst gering. 
Um die Validität dieser Messergebnisse zu prüfen, wurde das IL-2 PCR Produkt sequenziert 
(Abb. 4 B). Die 5'-3' Sequenz wurde mit der GenBank (NCBI) abgeglichen. Das Produkt 
konnte eindeutig als Interleukin-2 der Maus identifiziert werden. 
Im Mauskolon wird insgesamt wenig Interleukin-2 exprimiert. Demzufolge wurden die 
Lymphfollikel und Lamina propria mucosae untersucht (Abb. 4 C). Mit Hilfe der Laser-
Mikrodissektion wurden Lymphfollikel- und Lamina propria-Areale (n=9) isoliert. Die 
Messung der IL-2 mRNA Expression erfolgte über quantitative Real Time-PCR (Abb. 4 D). 
Während die in der Lamina propria gemessenen IL-2 Mengen gegenüber dem Gesamtkolon 
reduziert sind (40%, p=0.09), findet in den Lymphfollikeln eine 465-fache Anreicherung der 
IL-2 mRNA gegenüber dem Gesamtkolon (p=0.02) und eine 1000-fache Anreicherung 
gegenüber der Lamina propria (p=0.01) statt. Verglichen mit der Milz ist die IL-2 Expression 
in den Lymphfollikeln um das 75-fache erhöht. 
In weiteren Versuchen wurde das Ki-67 Antigen in Kolongeweben mit einer immunhisto-
chemischen DAB-Schnellfärbung markiert. Anschließend wurden durch Mikrodissektion 
etwa 1500 Ki-67+DAB+ Zellen pro Maus (n=7) aus den T-Zellarealen der Lymphfollikel 
isoliert. Die Messung der IL-2 mRNA Expression erfolgte auch hier über quantitative PCR. In 
jeweils zwei voneinander unabhängigen Versuchsreihen konnte die IL-2 Expression in        
Ki-67+DAB+ Einzelzellen qualitativ (PCR Amplifikation, Gelelektrophorese) nachgewiesen 
werden. Die Quantifizierung der IL-2 mRNA Expression war aufgrund der Unbeständigkeit 
der Messungen kompliziert. Insgesamt wurden 113 PCR-Ansätze gemessen, von denen 45 
(Mittelwert: 39.8%, Intervall: 31.3 - 77.8%) einen IL-2 Nachweis, mittlerer Ct-Wert = 38 
Zyklen, brachten. Negative Messergebisse wurden als Ct-Wert = 60 Zyklen definiert.
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Im Vergleich zum Lymphfollikel findet sich in den Ki-67+ proliferierenden Zellen trotz der 
technisch schwierigen Quantifizierung ein Trend einer weiteren Anreicherung. Die Gel-
elektrophorese zeigt, dass in den Lymphfollikeln und Ki-67+ Zellen spezifische Banden für 
IL-2, 18S rRNA und β-Aktin nachweisbar sind, während in der Lamina propria der Nachweis 
der IL-2 Bande in 80% der PCR-Ansätze nicht gelingt. 
Diese Experimente zeigen, dass Interleukin-2 im Kolon besonders in den lymphatischen 
Strukturen gebildet wird. Hier findet sich eine überaus hohe Expression von IL-2 mRNA. 
Interleukin-2 ist molekulargenetisch in Ki-67+ Zellen nachweisbar. Im direkten Zellkontakt 
mit regulatorischen T-Zellen können proliferierende Zellen eine Quelle für Interleukin-2 oder 
andere Zytokine darstellen. Die Akkumulation von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen an       
Ki-67+ proliferierenden Effektorzellen im Darm ist demzufolge ein möglicher Mechanismus 
zur Sicherung der intestinalen Immunbalance. 
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Abbildung 4. Erhöhte IL-2 mRNA Expression in darmassoziierten Lymphfollikeln und Ki-67+ proliferierenden 
Zellen. A, Bestimmung der IL-2 mRNA Expression in lymphatischen und nicht-lymphatischen Organen von 
C57Bl/6 Mäusen über qPCR. Die Normalisierung erfolgte gegen 18S rRNA, die IL-2 mRNA Expression der 
Milz wurde mit dem Wert 1 definiert. B, Sequenzierung und Identifikation des Amplikons als Interleukin-2. 
Sequenz in 5'-3' Richtung. Der Sequenzabgleich erfolgte über die GenBank (NCBI). C, LASER-Mikrodissektion 
am Kolongewebe zur Isolation von Lymphfollikel-, Lamina propria- und DAB-gefärbten Ki-67+ Zellen. Die 
Gelelektrophorese der PCR Produkte zeigt in Lymphfollikeln und Ki-67+ Zellen spezifische Banden für IL-2, 
18S rRNA und β-Aktin, während die IL-2 Bande in der Lamina propria in 80% der Fälle fehlt. D, Bestimmung 
der IL-2 mRNA Expression in den Kompartimenten des Kolons. Lamina propria, Lymphfollikel (n=9) und     
Ki-67+ Zellen aus den T-Zellarealen der darmassoziierten Lymphfollikel (n=7). Die Normalisierung erfolgte 
gegen 18S rRNA, die IL-2 mRNA Expression im Gesamtkolon (n=11) wurde mit dem Wert 1 definiert. Im 
darmassoziierten Lymphfollikel findet gegenüber der Lamina propria und dem Gesamtkolon eine signifikante 
Anreicherung der IL-2 mRNA statt. Es ist ein Trend einer weiteren Anreicherung in Ki-67+ proliferierenden 
Zellen zu finden. IL-2 mRNA Quantifizierung erfolgte über qPCR, statistische Auswertung mit Mann-Whitney-
U-Test.
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6 Abschließende Diskussion 
Natürlich vorkommende regulatorische T-Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor Foxp3, 
welcher die zellspezifische Differenzierung, Aufrechterhaltung und regulatorische Funktion 
sichert.11, 12 Mutationen im Foxp3-Gen führen im Mausmodell zu einem lymphoproliferativen 
Autoimmunsyndrom (scurfy) und beim Menschen zum IPEX-Syndrom.13, 15 Die männlichen 
Patienten erkranken bereits im frühen Säuglingsalter an schweren invasiven Infektionen, 
Diabetes, Hautekzemen, Lymphadenopathien und allergischen Reaktionen. Regulatorische  
T-Zellen sind essentiell für den Erhalt und die Wiederherstellung der intestinalen 
Immunhomöostase. Im Kolitismodell limitieren transferierte CD25+ Treg-Zellen eine durch 
pathogene CD45RBhigh T-Zellen induzierte Kolitis und können diese bei initialem Kotransfer 
verhindern.2, 3 
In dieser Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, dass regulatorische T-Zellen in der 
Akutphase einer T-Zell-induzierten Kolitis an Ki-67+ proliferierenden T-Zellen akkumulieren. 
Diese Zellakkumulationen lassen sich auch im Kolon von gesunden Wildtyp-Mäusen 
nachweisen. Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass Interleukin-2 für die Treg-Effektor-
Zellakkumulationen von Bedeutung ist. Im entzündeten Kolon von IL-2 defizienten Mäusen 
konnten bei gesteigerter Proliferation von T-Effektorzellen und reduzierter Treg-Zellzahl 
keine signifikant erhöhten Zellakkumulationen festgestellt werden. Molekulargenetisch ist 
eine Anreicherung von Interleukin-2 in mikrodissezierten Ki-67+ Einzelzellen nachweisbar. 
Im Gegensatz zu T-Effektorzellen produzieren Foxp3+ regulatorische T-Zellen nur äußerst 
geringe Mengen an Interleukin-2.48-50 Im direkten Zellkontakt mit proliferierenden, 
konventionellen T-Zellen könnten Treg-Zellen von deren IL-2 Synthese profitieren. Dieser 
Mechanismus würde zur Aufrechterhaltung der Treg-Zellpopulation in der Peripherie 
beitragen. Außerdem ist eine regulative Komponente durch den Entzug von Interleukin-2 
(Zytokindeprivation) denkbar. 
Erst kürzlich wurde von Busse et al. eine Arbeit zur Rolle von Interleukin-2 bei Treg-
Effektor-Zellinteraktionen veröffentlicht.84 Hierbei wird die räumlich-zeitliche Dynamik des 
Interleukin-2 Netzwerkes anhand eines mathematischen Modells beschrieben und durch        
in vitro-Experimente verifiziert (Tab. 1). 
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 Tabelle 1. Experimentelle Arbeiten zur Rolle von IL-2 bei Treg-Effektor-Zellinteraktionen im Vergleich. 
Ergebnis Busse et al. PNAS 2010 Eigene Experimente 
Modell 
• 2D-Matrix 
• Zelltypen: (nicht-) IL-2 sezernierende  
T-Effektorzellen, Treg-Zellen 
• IL-2 Rezeptoren und -Sekretion sind 
gleichmäßig über die Oberfläche 
verteilt (multidirektionale Sekretion) 
• In Abhängigkeit vom Abstand zur IL-2 
Quelle konkurrieren T-Effektor- und 
Treg-Zellen um Interleukin-2. 
• 2D-Matrix 
• Zelltypen: proliferierende Zellen, Treg-
Zellen, nicht-spezifizierte Zellen 
• Berechnung der zufälligen Zell-Zell-
kontaktrate in Abhängigkeit von der 
Zelltyp-Häufigkeit und Zelldichte 
• Funktionell relevante Zellinteraktionen 
zeigen in vivo erhöhte Zahlen an Zell-
Zellkontakten zwischen den Zelltypen. 
in vitro 
• In der Umgebung von Treg-Zellen ist 
für T-Zellen der Schwellenwert für die     
IL-2Rα (CD25) Expression erhöht 
• Treg-Zellen in der Nähe (10 µm) von 
sezernierenden T-Zellen reduzieren die 
lokale IL-2 Konzentration 
• IL-2 Kompetition: Vorteil für Treg-
Zellen bis zu einem Abstand von 60 µm 
• Treg-Zellen verhindern die autokrine 
Stimulation, können aber bei hohem 
Antigenstimulus und effektiver IL-2Rα 
Expression durch T-Effektorzellen den 
Aufbau einer positiven IL-2/IL-2R-
Feedbackschleife nicht verhindern 
− 
in vivo − 
• Direkte Akkumulation von Treg-Zellen 
an T-Effektorzellen in Thymus, Kolon 
und bei intestinaler Entzündung 
• Direkte Akkumulation von Treg-Zellen 
an T-Effektorzellen ist abhängig von 
Interleukin-2 
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Dem Modell von Busse et al. folgend besitzen regulatorische T-Zellen aufgrund ihrer hohen 
IL-2Rα (CD25) Expression entscheidende Vorteile hinsichtlich der IL-2 Akquirierung. Die 
parakrine IL-2 Stimulation ist demnach auf wenige Zellen in unmittelbarer Umgebung zu 
sezernierenden Zellen beschränkt, da regulatorische T-Zellen im Umkreis von 10 µm zur 
sezernierenden Zelle eine deutliche Reduktion der lokalen IL-2 Konzentration bewirken. Im 
Modell besteht der kompetitive Vorteil für Treg-Zellen bis zu einem Abstand von 60 µm, 
direkte Zellinteraktionen wären unter diesen Umständen nicht zwingend erforderlich.  
Andere Veröffentlichungen betonen hingegen die entscheidende Rolle von immunologischen 
Synapsen für die Signaltransmission in vivo.85, 86 Die synaptische Sekretion von Zytokinen 
ermöglicht T-Zellen eine antigenspezifische Zell-Zellkommunikation. Es wurde beschrieben, 
dass Zytokine wie Interleukin-2, Interferon-γ und Interleukin-10 unidirektional in die 
immunologische Synapse sezerniert werden. Die synaptische Sekretion von IL-2 und IL-10 
scheint biologisch sinnvoll: (1) Es werden nur T-Zellen mit IL-2 stimuliert, die vorher ein 
MHC II-Komplex präsentiertes Peptid erkannt haben, (2) IFN-γ und IL-10 regulieren auf 
diese Weise antigenspezifisch die Aktivität von dendritischen Zellen und Makrophagen. 
Während IL-2, IFN-γ und IL-10 in den synaptischen Spalt sezerniert werden, erfolgt die 
Sekretion von anderen Zytokinen wie TNF-α, MIP1-α und CCL5 multidirektional. Die breite 
Verteilung dieser Zytokine fördert die Stimulation der lokalen Immunantwort und die 
Rekrutierung anderer Immunzellen (Chemotaxis).  
Die Rolle von Interleukin-2 für die Treg-vermittelte intestinale Immunhomöostase 
Zusammenfassend lässt sich aus vorangegangenen Arbeiten 56, 57, 84, 86 und den Ergebnissen 
dieser Promotionsarbeit folgendes Modell zur Rolle von Interleukin-2 für die intestinale 
Immunhomöostase herleiten: In Abhängigkeit der Stärke des Antigenstimulus produzieren   
T-Zellen Interleukin-2 und exprimieren IL-2Rα (CD25). Im lymphatischen Gewebe des 
Kolons stehen Foxp3+CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen regelmäßig mit CD4+ T-Effektor-
zellen in Kontakt. Unter steady state-Bedingungen akquirieren regulatorische T-Zellen durch 
direkten Zellkontakt Interleukin-2, reduzieren die IL-2 Konzentration in der Mikroumgebung 
und verhindern damit die Proliferation und weitere Differenzierung von T-Zellen. Bei einem 
starken Antigenstimulus erhöhen sich die Dauer und Geschwindigkeit der IL-2 Sekretion. 
Über eine positive IL-2/IL-2R-Feedbackschleife werden IL-2 Rezeptoren auf regulatorischen 
und aktivierten T-Zellen verstärkt exprimiert. T-Zellen werden autokrin stimuliert und treten 
in den Zellzyklus ein (Ki-67 Expression). Für die weitere Differenzierung ist Interleukin-2 
zwingend erforderlich. 
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Foxp3+ Treg-Zellen in direktem Zellkontakt mit Ki-67+ proliferierenden T-Zellen akquirieren 
vermehrt Interleukin-2 und verhindern die Differenzierung zu T-Effektor-/Memory-Zellen. 
Nach der Aktivierung von Treg-Zellen produzieren diese antiinflammatorischen Zytokine wie 
IL-10 und TGF-β. Damit kontrollieren sie Effektorzellen in unmittelbarer Umgebung         
(am Ort der Entzündung) und in den sekundär-lymphatischen Organen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7. Die Rolle von Interleukin-2 für die intestinale Immunhomöostase. Die Treg-Aktivität wird durch 
Interleukin-2 reguliert und an die Stärke des antigenen Stimulus auf T-Zellen angepasst (de la Rosa 2004, 
Scheffold 2007 und eigene Ergebnisse). 
Der IL-2 Rezeptor als therapeutisches Ziel in der Behandlung von Colitis ulcerosa? 
Gegenwärtig können chronisch entzündliche Darmerkrankungen mit Immunsuppressiva 
(Aminosalicylate, Cortison, Azathioprin, Ciclosporin A) und TNF-α-Inhibitoren (Infliximab, 
Adalimumab) behandelt werden. Nicht alle Patienten sprechen auf Standardtherapien an.    
Zur Zeit existieren mit Daclizumab (Zenapax®) und Basiliximab (Simulect®) humanisierte 
bzw. chimäre monoklonale IgG1 Antikörper gegen die α-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25). In 
einer unkontrollierten Studie an 10 Patienten mit chronisch-aktiver Colitis ulcerosa konnte 
nach der Behandlung mit Daclizumab eine signifikante Reduktion der Krankheitsaktivität, 
eine Verbesserung des endoskopischen und histologischen Befundes sowie eine signifikante 
Reduktion der CD25+ T-Zellen in den Biopsien nachgewiesen werden.87 Auch Basiliximab 
führte in einer unkontrollierten Studie an 10 Patienten initial zur Remission einer steroid-
refraktären Colitis ulcerosa.88 
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Trotz der positiven Erfahrungen aus diesen beiden Pilotstudien zeigte Daclizumab in einer 
randomisierten, doppelblinden, plazebokontrollierten Studie keine Evidenz für einen 
klinischen Nutzen bei aktiver Colitis ulcerosa.89 Die intravenöse Applikation von Daclizumab 
führte zu einer langanhaltenden Sättigung von IL-2Rα (CD25) auf peripheren T-Zellen bei 
erhaltener, aber reduzierter CD25 Expression. Interessanterweise zeigte sich die CD25 
Expression auf den T-Zellen in der Lamina propria mucosae des Kolons unverändert. Eine 
CD25 Sättigung mit Daclizumab konnte nur bei 4 Patienten nachgewiesen werden. Die        
T-Zell-Proliferation und -Apoptose waren ebenso unverändert. Möglicherweise penetriert 
Daclizumab nicht in die Lamina propria des entzündeten Kolons. 
Für Daclizumab-behandelte Patienten besteht ein leicht erhöhtes Risiko für die Exazerbation 
der Colitis ulcerosa (8.5-16.1% versus 5.4% Plazebo). Eine mögliche Ursache hierfür ist die 
Sättigung von CD25 auf peripheren Blutlymphozyten. Foxp3+CD4+CD25high regulatorische 
T-Zellen könnten von der IL-2Rα Blockade stärker betroffen sein. Die Unterbrechung der   
IL-2 Signalkaskade würde zur Depletion dieser Zellen führen und weniger Treg-Zellen 
stünden einer Rekrutierung in den entzündeten Darm zur Verfügung. Derzeit gibt es keine 
Evidenz für den therapeutischen Nutzen von Anti-CD25-Antikörpern in der Behandlung von 
Colitis ulcerosa. 
Selektive Expansion von regulatorischen T-Zellen durch IL-2 - ein neues Therapiekonzept? 
Mit der Anreicherung von regulatorischen T-Zellen entstehen neue therapeutische Strategien 
für die Induktion von Toleranz und Behandlung von Autoimmunerkrankungen. Im Modell 
vermitteln regulatorische T-Zellen nach Donorantigen-spezifischer Expansion in vitro und 
Zelltransfer immunologische Toleranz gegenüber allogenen Hauttransplanten oder führen zur 
Ausheilung eines induzierten Diabetes.90, 91 Im Mausmodell können regulatorische T-Zellen 
auch in vivo expandiert werden. Hierbei wird die biologische Aktivität von Interleukin-2 
durch Konjugation mit Anti-IL-2 monoklonalen Antikörpern verstärkt.92 
Während die meisten getesteten Anti-IL-2 monoklonalen Antikörper die selektive Expansion 
von NK-Zellen und CD8+ Memory-Zellen fördern, führte die Injektion von IL-2 konjugiert 
mit dem Klon JES6-1 zur selektiven Expansion von Foxp3+CD4+CD25+ Treg-Zellen. Die     
in vivo-Expansion von regulatorischen T-Zellen im Asthma-Mausmodell bewirkt eine 
Reduktion der Mukusproduktion, metacholin-induzierten, bronchialen Hyperreagibilität und 
parenchymalen Entzündung.93 Die dreitägige, intraperitoneale Applikation von IL-2/JES6-1 
verzehnfacht die Treg-Zellzahlen in Organen wie Milz, Lymphknoten, Leber und Darm. Die 
expandierten, regulatorischen T-Zellen überleben in der Regel 1-2 Wochen. 
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Das Auftreten einer Autoimmun-Enzephalomyelitis kann durch IL-2/JES6-1 Applikation 
verzögert, in Kombination mit Rapamycin verhindert werden. Selbst bei vollständiger    
MHC-Inkompatibilität gelingt eine Toleranzinduktion gegenüber Insulin-produzierenden       
β-Zellen ohne weitere Immunsuppression.94 
Ein gentechnisch hergestelltes Fusionsprotein aus IL-2 und Immunglobulin G2b (IL-2/IgG2b) 
wurde bereits erfolgreich in der Therapie einer Trinitrobenzolsulfonsäure (TNBS)-induzierten 
Kolitis im Mausmodell getestet.95 Die Applikation von IL-2/IgG2b Fusionsprotein führte zu 
einer signifikanten Vermehrung von CD4+CD25+ T-Zellen in der Milz und Lamina propria 
des Darmes und konsekutiv gesteigerter IL-10 Produktion. 
Die selektive Expansion von regulatorischen T-Zellen führt im experimentellen Setting zur 
Induktion von Transplantattoleranz und Remission von Immunopathien und toxininduzierten 
Kolitiden. Während Immunsuppressiva und TNF-Inhibitoren im Allgemeinen eine Blockade 
proinflammatorischer Mediatoren bewirken, können zellspezifische Therapieansätze die 
Behandlung von immunologisch vermittelten Erkrankungen maßgeblich verändern. Für die 
Wiederherstellung der intestinalen Immunhomöostase können regulatorische T-Zellen eine 
Schlüsselrolle spielen. Die darmspezifische Anreicherung von regulatorischen T-Zellen über 
IL-2/JES6-1 Applikation und die funktionelle Bedeutung für die Heilung einer Kolitis muss in 
weiteren Experimenten untersucht werden. 
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7 Zusammenfassung der Arbeit 
 
Publikationspromotion zur Erlangung des akademischen Grades Doctor medicinae (Dr. med.) 
Die Rolle von Interleukin-2 für die Interaktion von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen mit 
Effektorzellen im Darm 
eingereicht von Norman Händel, 
angefertigt an der Klinik und Poliklinik für Kinder und Jugendliche der Universität Leipzig, 
betreut von Herrn PD Dr. med. habil. Holm H. Uhlig, 
eingereicht im Juli 2010. 
 
 
 
 
Natürlich vorkommende regulatorische T-Zellen spielen eine entscheidende Rolle für die 
intestinale Immunhomöostase und Limitierung von (Auto)-Immunität. Sie exprimieren den 
Transkriptionsfaktor Foxp3 und an der Oberfläche die α-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25). Im 
Tiermodell verhindern regulatorische T-Zellen Autoimmunopathien, Transplantatabstoßungen 
und entzündliche Darmerkrankungen. Da Foxp3+ regulatorische T-Zellen nur äußerst geringe 
Mengen an Interleukin-2 synthetisieren, sind sie auf eine adäquate Versorgung angewiesen. 
Konventionelle T-Zellen werden als bedeutende IL-2 Quelle für Treg-Zellen vermutet, doch 
über die Mechanismen und räumlich-zeitliche Dynamik der Treg-Effektor-Zellinteraktion ist 
bisher nur wenig bekannt. 
In dieser Arbeit wurden Foxp3+ regulatorische T-Zellen in Mausgeweben analysiert und 
Interaktionen mit Effektorzellen im Darm charakterisiert. Ein mathematisch-theoretisches 
Modell zur Evaluation von Zell-Zellkontakten wurde erarbeitet, experimentell überprüft und 
publiziert (Händel et al. Cytometry 2009). 
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Händel et al. Cell-Cell-Neighborhood Relations in Tissue Sections - A Quantitative Model 
for Tissue Cytometry.                 Cytometry Part A. 75A: 356-361, 2009 
In der Publikation wird ein mathematisch-theoretisches Modell etabliert und experimentell 
kontrolliert, welches zur Berechnung der zufälligen Zell-Zellkontaktrate innerhalb eines 
Gewebes eingesetzt werden kann. Die räumlichen Beziehungen von Zellen werden durch 
verschiedene Faktoren (Gewebemorphologie, Zelltyp, Zelldichte, Zellkinetik, Kontaktdauer) 
beeinflusst. Mit zunehmender Zelldichte und steigender Häufigkeit der Zelltypen steigt die 
Wahrscheinlichkeit für zufällige Zell-Zellkontakte. 
Für die Erarbeitung des mathematisch-theoretischen Modells zur Berechnung der zufälligen 
Kontaktwahrscheinlichkeit zweier Zelltypen wurden folgende Definitionen verwendet: 
  
 A Zelltyp A   a/t Häufigkeit von Zelltyp A 
 B Zelltyp B   b/t Häufigkeit von Zelltyp B 
 t Gesamtzellzahl  bA (mittlere) Zahl von Zellen Typ B mit 
 a Anzahl von Zellen Typ A  Kontakt zu mindestens einer Zelle Typ A 
 b Anzahl von Zellen Typ B bA/b Kontaktrate, Häufigkeit von Zellen Typ B
 cB (mittlere) Nachbarzellzahl   mit Kontakt zu mindestens einer Zelle von 
  des Zelltyps B    Typ A 
Um die Wahrscheinlichkeit von Zellinteraktionen als Funktion von unterschiedlichen 
Zelldichten und -häufigkeiten zu bestimmen, wurden Matrizes entworfen, in denen jede Zelle 
eine definierte Zahl an Nachbarzellen (cB=1, 2, ...6) besitzt. Der Bereich von 1 bis 6 
Nachbarzellen entspricht der im lymphatischen Gewebe beobachteten Zahl an Nachbarzellen. 
Für die Modellsimulation und -analyse wurde Microsoft Excel verwendet. Die Zellen wurden 
zufällig mit Zelltyp A, Zelltyp B oder nicht besetzt. Es folgte die Bestimmung der 
Häufigkeiten von Zelltyp A und Zelltyp B (a/t, b/t) und die Messung der Kontaktrate (bA/b) 
bei definierter Nachbarzellzahl. Die Auswertung der Simulation ergab einen Zusammenhang 
zwischen der Kontaktrate (bA/b), der Häufigkeit von Zelltyp A (a/t) und der Zelldichte (cB). 
Für die Berechnung der zufälligen Kontaktrate (bA/b) von Zellen Typ B in Kontakt mit Zellen 
vom Zelltyp A mit reellen Nachbarzellzahlen (cB=0 bis ∞) gilt die allgemeine Formel        
bA/b = 1 - (1 - a/t) cB. Mit dieser Gleichung können zufällige Zellkontakthäufigkeiten unter 
Verwendung experimentell gemessener Parameter (Häufigkeit von Zelltypen, Zelldichte) 
bestimmt und mit der Kontaktrate in situ verglichen werden. 
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Das Kontaktmodell und die Gleichung zur Berechnung zufälliger Kontakthäufigkeiten sind 
Möglichkeiten, um Nachbarschaftsbeziehungen von Zellen innerhalb komplexer Gewebe zu 
beschreiben. Zellverteilungsmuster, die sich nicht mit einer zufälligen Anordnung im Gewebe 
erklären lassen, sind dennoch nicht zwingend von biologischer Relevanz. Die Anwendung des 
Kontaktmodells und der modelltheoretischen Vorhersage dient vielmehr der Suche nach 
möglicherweise relevanten Zellinteraktionen. Die an der Zellinteraktion beteiligten Moleküle 
müssen in funktionellen Experimenten identifiziert werden. 
Automatisierte histologische Bildanalyse mit CellProfiler 
Die mikroskopische Auswertung von Immunfärbungen ist ein zeitintensiver Prozess und 
limitiert durch die Subjektivität des Betrachters. CellProfiler ist eine open-source Software, 
welche die Automatisierung der histologischen Bildanalyse mit Hilfe eines Computer-
algorithmus ermöglicht. Um die Validität der automatischen Bildanalyse zu prüfen, wurden 
die automatischen und manuellen Zählergebnisse korreliert und der Betrag der mittleren 
Abweichung bestimmt. Die automatischen und manuellen Bildanalysen erfolgten durch zwei 
unterschiedliche Beobachter. Die Ergebnisse der automatischen und manuellen Bildanalyse 
korrelieren sehr gut (r2 ≥ 0.85, alle p < 0.0001). Sowohl die manuelle als auch automatische 
Bildanalyse haben im Kolon von Wildtyp-Mäusen im Vergleich zu den theoretischen 
Vorhersagewerten signifikant höhere Foxp3-Ki-67-Zellkontaktraten detektiert. Die computer-
gestützte Automatisierung histologischer Bildanalysen ist eine zeitsparende und objektive 
Methode, welche die mikroskopische Beurteilung von Fluoreszenzaufnahmen unterstützt. 
Ebenso können Parameter (a/t, cB) für die Berechnung der zufälligen Kontaktrate zweier 
Zelltypen (bA/b) effektiv und sicher bestimmt werden. Die in dieser Arbeit etablierten 
Algorithmen unterstützen die Suche nach relevanten Zellinteraktionen in situ. 
Akkumulation von regulatorischen T-Zellen an proliferierenden Effektorzellen während 
der Remission einer Kolitis 
Initial wurden Daten des T-Zell-Transfermodells der Kolitis (Mottet et al. J Immunol 2003) 
reanalysiert. SCID und Rag-1 defizienten Mäusen wurden pathogene CD4+CD45RBhigh        
T-Zellen injiziert. Nach Entwicklung der Kolitis (3-6 Wochen) wurden CD25+ regulatorische 
T-Zellen transferiert. Im Vergleich zu den pathogenen CD45RBhigh T-Zellen akkumulieren 
CD25+ regulatorische T-Zellen in der akuten Entzündungsphase tendenziell stärker an Ki-67+ 
proliferierenden Zellen. Dieser Trend ist 10 Wochen nach Treg-Transfer und Remission der 
intestinalen Entzündung nicht mehr nachweisbar. 
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Akkumulation von regulatorischen T-Zellen an proliferierenden T-Effektorzellen im Kolon 
von gesunden Wildtyp-Mäusen 
Gesunde Mäuse (C57Bl/6, BALB/cJ) wurden hinsichtlich der Verteilung von Foxp3+      
Treg-Zellen und Ki-67+ proliferierenden Zellen in lymphatischen Geweben untersucht.   
Dabei wurden in Gewebeschnitten von mesenterialen Lymphknoten, Zökum, Milz, Ileum, 
Kolon und Thymus die Häufigkeiten von Foxp3+ und Ki-67+ Zellen, die Zelldichte und die 
Häufigkeit von Foxp3-Ki-67-Zellkontakten bestimmt. 
Es konnte gezeigt werden, dass in den organspezifischen T-Zellarealen etwa 2-7% der Zellen 
Foxp3+ regulatorische T-Zellen sind. Zirka 3-6% der untersuchten Zellen prolifieren und 
exprimieren Ki-67. Die gemessenen Foxp3-Ki-67-Zellkontaktraten in mesenterialen Lymph-
knoten, Milz, Ileum und Zökum liegen der modelltheoretischen Vorhersage folgend im 
zufälligen Bereich. Im Thymusmark und in den lymphatischen Strukturen des Kolons beider 
Mausstämme sind die Zellkontaktraten verglichen mit den theoretischen Vorhersagewerten 
signifikant erhöht. Akkumulationen von Treg-Zellen an proliferierenden Zellen treten also 
nicht nur unter entzündlichen Bedingungen, sondern auch im nichtentzündeten Kolon auf. 
Etwa 84% der proliferierenden Zellen in Kontakt mit Treg-Zellen exprimieren CD4 und sind 
damit wahrscheinlich proliferierende T-Effektorzellen. Diese Experimente zeigen, dass 
regulatorische T-Zellen in den lymphatischen Strukturen des Kolons an proliferierenden       
T-Effektorzellen akkumulieren. Für andere Darmabschnitte oder peripher-lymphatische 
Organe wird dieses Phänomen nicht beobachtet. 
Treg-Effektor-Zellinteraktionen im Kolon sind abhängig von Interleukin-2 
Um den Einfluss von Interleukin-2 auf die Foxp3-Ki-67-Zellinteraktion zu untersuchen, 
wurden Kolon- und Thymusgewebe von Mäusen mit IL-2 Defizienz analysiert. IL-2 
defiziente Mäuse entwickeln in den ersten 8 Lebenswochen eine Kolitis. Histomorphologisch 
zeigen sich im Vergleich zu Wildtypkontrollen lymphozytäre Infiltrationen und ein Verlust 
von Becherzellen. Gegenüber den Wildtypkontrollen ist der Anteil an Foxp3+ regulatorischen 
T-Zellen trotz hoher entzündlich-proliferativer Aktivität nahezu halbiert. Die Akkumulation 
von Treg-Zellen an Ki-67+ proliferierenden Zellen konnte im Kolon von IL-2 defizienten 
Mäusen nicht mehr nachgewiesen werden. 
Diese Experimente verdeutlichen, dass Zellinteraktionen zwischen regulatorischen T-Zellen 
und proliferierenden T-Effektorzellen durch Zytokine beeinflusst werden. Interleukin-2 
scheint für diese Zellkontakte in vivo eine wichtige Rolle zu spielen. 
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Gesteigerte IL-2 mRNA Expression in den lymphatischen Strukturen des Kolons und        
in den Ki-67+ proliferierenden Zellen 
Die IL-2 mRNA Expression wurde zunächst in Organproben von C57Bl/6 Mäusen 
quantifiziert. In den mesenterialen Lymphknoten und Milz ist die IL-2 mRNA Expression am 
höchsten. Andere lymphatische Organe wie Thymus, Zökum, Ileum und Kolon exprimieren 
verglichen mit der Milz nur wenig Interleukin-2. 
Die IL-2 Expression im Mauskolon ist vergleichsweise gering. Deshalb wurden die 
Lymphfollikel und Lamina propria mucosae untersucht. Mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion 
wurden Lymphfollikel- und Lamina propria-Areale isoliert. Während die in der Lamina 
propria gemessenen IL-2 Mengen gegenüber dem Gesamtkolon reduziert sind (40%, p=0.09), 
findet sich in den Lymphfollikeln eine 1000-fache Anreicherung der IL-2 mRNA gegenüber 
der Lamina propria (p=0.01). 
In weiteren Versuchen wurde das Ki-67 Antigen in Kolongeweben mit einer immunhisto-
chemischen DAB-Schnellfärbung markiert. Anschließend wurden aus den Lymphfollikeln 
von 7 Mäusen jeweils 1500 Ki-67+DAB+ Einzelzellen durch Laser-Mikrodissektion isoliert. 
In zwei unabhängigen Versuchsreihen konnte die IL-2 mRNA Expression in Ki-67+DAB+ 
Einzelzellen qualitativ (PCR Amplifikation, Gelelektrophorese) nachgewiesen werden. Im 
Vergleich zum Lymphfollikel findet sich in den Ki-67+ proliferierenden Zellen ein Trend 
einer weiteren Anreicherung. 
Diese Experimente verdeutlichen, dass Interleukin-2 im Kolon besonders in den 
lymphatischen Strukturen gebildet wird. Lokal sezerniertes IL-2 könnte als Sensor für 
Entzündungsprozesse chemotaktisch auf Foxp3+ regulatorische T-Zellen wirken und die 
Akkumulation an proliferierenden, IL-2 produzierenden Effektorzellen bedingen. Dieser 
Mechanismus könnte einerseits zur lokalen Versorgung mit IL-2 dienen und gleichzeitig 
regulierend auf Effektorzellen in unmittelbarer Umgebung wirken. Dieser Prozess würde zur 
Erhaltung von regulatorischen T-Zellen in der Peripherie und zur Sicherung der intestinalen 
Immunbalance beitragen. 
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